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La mora de castilla (Rubus Glaucus Benth)   es un cultivo de gran interés en 
Colombia, en el departamento de Risaralda se produce aproximadamente 6.000 
toneladas al año (Renteria et al., 2007), sin embargo el cultivo presenta bajos 
rendimientos por la presencia de enfermedades fitosanitarias, siendo la pudrición 
o moho gris una de las que más afecta, con una incidencia  42,35% en cultivos 
de la zona cafetera (Tamayo and Peláez, 2000). En Colombia el uso de 
fungicidas sintéticos es el método más implementado para el control de la 
enfermedad. Sin embargo es sabido que estos compuestos tienen efectos 
residuales altos por su baja degradación, causando problemas ambientales a 
corto y largo plazo; además, el microorganismo desarrolla mecanismos de 
resistencia a la mayoría de estos productos (Leroux et al., 2002;Hayashi et al., 
2001). 
 
En este trabajo se evaluaron extractos etanólicos, de diclorometano y hexano de 
las plantas Ruta graveolens, Nicotiana tabacum y Chrysanthemum morifolium, 
pertenecientes a las familias Rutaceae, Solanaceae y Asteraceae 
respectivamente, sobre el hongo Botrytis Cinerea aislado de un fruto 
contaminado de mora de castilla Rubus Glaucus Benth elegido al azar del cultivo 
ubicado en la finca el Moral, vereda Barrio Blanco en el municipio de Quinchía 
Risaralda a 2.087 msnm, utilizando el método de microdilución en caldo para 
hongos filamentosos, con placas de 96 pozos de 300µL, adaptado del protocolo 
estandarizado por el CLSI. Se encontró que el extracto que presenta mayor 
actividad antifúngica contra el hongo filamentoso Botrytis cinerea el de ruda en  
diclorometano. 
 
De acuerdo con la marcha fotoquímica, los núcleos presentes en las especies 
que tuvieron mayor bioactividad sobre B. Cinérea son cumarinas,  alcaloides y 
compuestos fenólicos; los cuales probab lemente son los responsables de la 
actividad fungicida. 
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La mora de castilla Rubus Glaucus Benth se enmarca como la fruta estrella en  
el desarrollo hortofrutícola de la región cafetera debido a las oportunidades de 
crecimiento que ofrece el mercado. En Risaralda, la mora de castilla es uno de 
los cultivos más destacados por tener  gran acogida en el mercado nacional y 
con amplia proyección comercial de exportación. El plan nacional de desarrollo 
para la productividad del departamento  fijó varias apuestas de inversión para el 
sector agroindustrial siendo la mora uno de los productos más destacados,  con 
una producción de 6.000 toneladas  del fruto al año (Renteria et al., 2007). Así 
mismo, el Plan frutícola Nacional –PNF del 2006 proyectó  para el 2026 un 
incremento del 94.1% en el área cultivada con el fruto, pasando de 10.743 ha en 
el 2008 a 20.631 ha.  
 
Estudios sobre la situación actual y perspectivas del mercado de la mora 
demuestran cifras de crecimiento en áreas cultivadas con el fruto, sin embargo 
el promedio general nacional de los rendimientos en los cultivos se mantuvieron 
constantes por lo que es importante el mejoramiento del material vegetal y del 
manejo del cultivo (Ruiz Molina and Urueña del Valle, 2009). 
 
El cultivo de Mora sufre diferentes enfermedades que afectan su rendimiento, 
siendo una de las más perjudiciales el moho gris ocasionada por el hongo 
Botrytis cinerea que  está presente en el 94% de los cultivos y genera pérdidas 
relativas del 36% afectando tallos, hojas, flores,  produciendo momificación en 
los frutos inmaduros,  podredumbre en los frutos en proceso de  maduración y 
en etapas post cosecha como en el almacenaje (Alarcon, 2010). 
 
Para los productores Colombianos aún es indispensable el uso de fungicidas 
sintéticos que controlan  el proceso de infección ocasionado por  B. cinérea, sin 
embargo este método presenta varias limitantes: la resistencia por parte del 
patógeno a muchos fungicidas, el riesgo de inocuidad del producto y problemas 
ambientales por efecto residual (Instituto de Ciencias Agropecuarias, 2011).  
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En los últimos años ha sido necesario incrementar el uso de productos naturales 
que sirvan como alternativas para tratar enfermedades causadas por agentes 
fitopatogénicos, por lo tanto, la mejor herramienta para su hallazgo es realizar 
estudios de bioprospección en plantas y microorganismos. 
 
En éste trabajo de investigación se evalúa la actividad antifúngica sobre el hongo 
Botrytis cinerea  de los extractos de hexano, diclorometano y etanol de  Ruta 
graveolens, Nicotiana tabacum y Chrysanthemum morifolium, especies 
pertenecientes a las familias Rutaceae, Solanaceae y Asteraceae 
respectivamente, las cuales han reportado actividad biológica debido a la 
presencia de diferentes núcleos fitoquímicos. 
 
Los extractos se obtuvieron con sonificación, se caracterizaron por medio de 
cromatografía, y la bioactividad se analizó por la metodología adaptada del CLSI 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Mora de Castilla (Rubus glaugus benth) 
2.1.1 Origen y Taxonomía de la mora 
La mora de castilla (Rubus Glaucus), fue descubierta por Hartw en el siglo XVII 
y descrita por Benth (1846), pertenece a la familia Rosaceae, es originaria de 
zonas tropicales altas de América principalmente de Colombia, Ecuador, 
Panamá, Guatemala, Honduras, México y Salvador. El género Rubus 
comprende alrededor de 300 especies que se encuentran distribuidas casi en 
todo el mundo menos en zonas desérticas. Las variedades más conocidas del 
género son Rubus occidentalia (mora cultivada), Rubus idaeus (frambuesa), 
Rubus folius (zarzamora) las cuales crecen en zonas templadas (Gómez et al., 
2008). 
 









Nombre Científico Rubus glaucus benth 
Nombre Vulgar Mora de Castilla, Zarzamora, Zarza andina 
 
La mora es una planta perenne, de porte arbustivo, semirrecto.  La raíz se puede 
considerar como una raíz típica, se distribuye en los primeros 30 centímetros del 
suelo, con disposición horizontal y longitudinal de 0.5 a 1.2 metros de largo, 
sostienen la planta y permiten su propagación al presentar yemas vegetativas 
capaces de activarse produciendo brotes, el tallo es herbáceo recto,  rastrero 
semiderruido y forma macollas. Los tallos son de longitud variable y se pueden 
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ramificar, pueden tener o no aguijones; los tallos emiten constantemente brotes 
en la base. Las hojas son alternas, con tres folios y de bordes aserrados, de color 
verde por encima y blanquecino por debajo, las ramas florecen en racimos 
terminales, las flores son blancas de 2 a 2,5 centímetros de diámetro y se 
disponen en racimos en las puntas de las ramas o a veces toda la rama (Franco 
and Giraldo, 1998). 
 
 
Figura 1. Planta de Mora con flor,  fuente Autor 
El fruto está formado por muchas drupas  y dentro de cada drupa hay una semilla. 
Los frutos son de tamaño variable; se maduran de manera dispareja porque la 
floración no es homogénea, su color va de rojo a rojo oscuro o a púrpura. La 
producción de frutos es continua aunque se presentan épocas de mayor 
producción a intervalos entre 5 y 6 meses (Franco and Giraldo, 1998).  
 
El futo es altamente perecedero, característica que debe tenerse en cuenta para 








   
Figura 2. Fruto de Mora (Missouri Botanical Garden, 2013) 
 
2.1.2 Ecología del cultivo 
2.1.2.1 Condiciones Ambientales 
El mejor desarrollo de la planta está entre 1800 y 2400 metros de altura sobre el 
nivel del mar. Después de los 2400 metros los rendimientos son menores y 
disminuyen la calidad y tamaño de los frutos (Franco and Giraldo, 1998). 
 
La humedad relativa debe estar entre 70 y 80 por ciento, la temperatura óptima 
para un mejor desempeño debe estar en un rango de 11 a 18 grados centígrados 
(Jaimes and Morales, 1993), regiones con precipitaciones entre 1500 a 2500 
milímetros son aptas para este cultivo; además, requiere de 1200 a 1600 horas 
de brillo solar al año (Franco and Giraldo, 1998). 
 
El suelo ideal para el crecimiento del fruto es de textura franca, rico en materia 
orgánica, que retenga humedad, pero que no genere charcos (Jaimes and 
Morales, 1993). 
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2.1.3 Afecciones fitosanitarias en el cultivo 
Las principales enfermedades en el cultivo son la antracnosis, el mildeo polvoso 
y moho gris. 
 
La Antracnosis se causa por el hongo Colletotricuchum sp., que ocasiona muerte 
progresiva de las ramas, en el material afectado, se observa una mancha morada 
que cubre la superficie del tallo, produciendo secamiento del mismo(Franco and 
Giraldo, 1998). 
 
El Mildeo polvoso es una enfermedad producida por el hongo Oidium sp., éste al 
igual que Botrytis puede atacar cualquier parte de la planta y el fruto. Inicialmente 
Oidium infecta la superficie inferior de las hojas, produciendo una masa afelpada 
blanca, las hojas se deforman, se angostan y algunos terminales infectados 
estancan su crecimiento (Rabón, 2001). 
2.2 EL PATÓGENO 
 
Botrytis es un hongo filamentoso, por lo tanto está compuesto por filamentos 
largos llamados hifas que en conjunto constituyen un micelio que forma el cuerpo 
del hongo. 
 
Figura 3. Estructura básica de un hongo filamentoso, adaptada de (Arenas, 
2011) 




Botrytis cinerea es probablemente la más importante de las  de las 22 especies 
de Botrytis, es sin duda uno de los patógenos fúngicos más interesantes debido 
a sus características muy particulares; logra  vivir  patogénicamente y en algunos 
casos saprófitamente, puede ser muy devastador en algunos cultivos, pero 
también puede ser “benéfico” bajo ciertas condiciones. Generalmente se 
encuentra en todo el mundo, y es capaz de infectar casi todas las plantas, 
además; causa derrames tempranos,  infecciones latentes que dañan los frutos 
antes de la maduración. Son muy escasos los informes sobre enfermedades 
fúngicas de los tiempos antiguos o medievales, inclusive los estándares 
modernos también son muy imprecisos; sin embargo existen reportes que hablan 
de enfermedades causadas por hongos que pudren las uvas en los viñedos, y 
que dicha enfermedad es tan antigua como la vinicultura (Jarvis, 1977). 
 
Botrytis es uno de los primeros géneros de hongos descritos en la obra Micheli 
en 1729 publicada en Griego y traducida al inglés con el nombre “bunch of grape 
Berries”; con  estas evidencias, se concluye que el síntoma de la enfermedad 
comúnmente llamado Moho Gris en uvas, debe de conocerse desde hace 
muchos años (Jarvis, 1977). El nombre Botrytis Cinerea se atribuye a Von Haller  
en 1771, en su obra “Synopsis Methodica Fungorum” publicada en Zurich en 
Suiza  (Haller, 1771). 
 
Finalmente  Bary (1866) descubrió la conexión genética entre B. cinerea y 
Botryotinia fluckeliana, la cual corresponde a su fase sexual, sin embargo ocurre 
raramente en la naturaleza (Rosslenbroich and Stuebler, 2000). Por lo tanto B. 
cinerea, es el nombre adecuado  para referirse a este hongo (fase asexual), (XIth 
International Botrytis Conference, 1996, Wageningen, The Netherlands; En 
Netherlands, ten Have, 2000 ) citado por  (Fonseca, 2007). 
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2.2.2 Identificación y clasificación  
Tabla 2. Clasificación Taxonómica de Botrytis Cinerea y Botryotinia Fluckeliana 
 Estado Asexual Estado Sexual 
Reino Fungi Fungi 
División Deuteromycota Ascomycota 
Clase Hyphomycetes Discomycetes 
Orden Moniliales Helotiales 
Familia Moniliaceae Scleroiniaceae 
Género Botrytis Botryotinia 
Especie Botrytis cinerea Boryotinia fluckeliana 
 
Esta clasificación es la sugerida por Pardo-Cardona (1995) y Agrios (1997) para 
el estado Asexual conidial o anaformo  (Granada and Amézquita, 2004;Fonseca, 
2007). 
 
Para la identificación del hongo se debe observar el aislamiento, el micelio del 
hongo, conidióforos, conidias y esclerocios. 
 
2.2.2.1 Micelio y Conidióforo 
La morfología del tallo es sencilla y del tipo de los ascomicetos, el crecimiento 
hifal es en forma ramificada, las extensiones suceden en el ápice hifal, donde 
germinan las esporas. Los conidióforos se presentan libres, formando 
estructuras delgadas y del tipo ramificado. El crecimiento aumenta con el tiempo, 
hasta que un nivel constante es alcanzado. Las septas son frecuentes, 
perforadas por poros simples. La colonia se desarrolla ampliamente, llegando a 
un diámetro de 6 cm o más en 10 días a 20 ºC, donde en un comienzo el micelio 
es hialino, para tornarse luego en gris a gris café.   
 
Según Brechbuhler (1977), el micelio de B. cinerea está formado por segmentos 
que contienen numerosos núcleos. Estos núcleos pueden pasar entre los poros 
de la membrana celular que separa estos segmentos. En la naturaleza existe 
una gran variación desde el punto de vista morfológico; pero sobre todo desde 
el punto de vista fisiológico (adaptaciones al pH del medio nutritivo, temperatura, 
humedad del aire, etc.) (Villalobos Alvarez, 2006). 
  




B. cinérea produce conidios (esporas asexuales), hialinas o levemente 
coloreadas, unicelulares, ovoides o esféricas, sobre pequeños esterigmas en el 
extremo de conidióforos ramificados, los cuales son desarrollados libremente 
sobre el sustrato. Por este motivo la pudrición gris causada por  B. cinérea en 
numerosos cultivos anuales, bianuales y perennes tendría su origen en la 
infección iniciadas por las conidias (Jarvis, 1977;Agrios, 1997) 
 
2.2.2.3 Esclerocios 
Todas las especies de Botrytis forman esclerocios que son estructuras de 
consistencia dura y color negro constituidas por filamentos de micelio 
entrelazado, que se adhieren fuertemente al sustrato (Jarvis, 1977). 
 
Existen tres estados en el crecimiento de los esclerocios de B. cinerea: iniciación 
(formación de pequeños y discretos cuerpos incipientes), desarrollo (crecimiento 
total del esclerocio) y la maduración (delimitación de la superficie, cambios 
internos y pigmentación de las hifas periféricas)(Coley-Smith et al., 1980). 
  
En condiciones in vitro, es posible realizar una identificación macroscópica y 
microscópicamente del microorganismo: 
 




Figura 3. Desarrollo de Botrytis Cinerea en Laboratorio. Adaptado de Ajouz 
(2009). 
A) Conidios Producidos en placa de PDA después de 14 días, a 21°C y con 
presencia de luz. B) Conidióforos observados usando lupa binocular. C) Conidios 
Observados en microscopio óptico D) Observación conidióforos con microscopio 
de barrido electrónico. E) Germinación de los conidios en PDA, observadas en 
microscopio óptico. F) Conidios Observados en microscopio de barrido 
electrónico.  
2.2.3 Ciclo de Vida 
B. cinerea es un hongo facultativo parasitivo, de esta manera puede crecer 
saprófitamente en tejidos necróticos o también como parásito. 




Figura 4. Ciclo de Vida de Botrytis Cinerea Pers  adaptado de  Agrios (1997) 
A) Conidióforos Formados B) Conidias C) Conidias en la superficie del tejido D) 
Las conidias germinan y los tubos germinativos penetran e invaden el tejido E) 
Conidióforos y conidias formados, Moho gris en el tejido vegetal infectado F) 
Micelio y G) Esclerocios quedan sobre restos vegetales y suelo H) Los 
esclerocios producen micelio I) El Micelio produce conidióforos, que a su vez 
producen los conidios. 
 
2.2.4 Factores de crecimiento para Botrytis sp. 
Las condiciones climáticas cobran gran importancia para el desarrollo del 
patógeno en el tejido vegetal o substrato. Los factores más importantes son la 
humedad relativa y la temperatura. 
 
2.2.4.1 Temperatura 
El efecto de la temperatura sobre la germinación de las conidias de Botrytis 
cinerea ha sido determinado por un gran número de trabajos entre los que se 
reportan los estudios de Schneider-Orelli (1912) y Brooks y Coley (1917) que 
registraron la germinación a 0° C sobre agar de harina de Maíz en un periodo de 
31 días, Doran (1922) encontró que la temperatura máxima y mínima de 
Erika Vanessa Jiménez Posada 
 
12 
germinación de 26° C y 7°C respectivamente, Brown en (1922) obtuvo buena 
germinación a 5°C citados por (Jarvis, 1977). 
 
Estudios más recientes determinaron que hay mayor porcentaje de germinación 
de los conidios cuando la temperatura oscila entre 15 y 20°C  (Rabón, 2001). El 
micelio es capaz de crecer a temperaturas cercanas a 0°C. Los esclerocios se 
forman cuando las temperaturas están entre 11 y 13°C y la esporulación de éstos 
se favorece a temperaturas de 12 a 22°C (Lahlali et al., 2006).  
 
2.2.4.2 Humedad Relativa 
Existen muchos estudios sobre el efecto de la humedad relativa sobre la 
germinación de esporas del hongo. Rippel (1930) citado por (Jarvis, 1977) 
encontró un 100% de la germinación de las conidias de B. cinerea y Botrytis sp. 
a 20°C y 15°C con 100% HR. Hubo germinación completa de Botrytis sp a 95% 
HR, 80-85% de germinación al 90% HR, y nada a 85% HR. Tras varios estudios 
se concluye que los conidios germinan en un rango de 93-100% en humedad 
relativa (Rabón, 2001), mientras que la esporulación del hongo comienza entre 
70 y 100% de humedad (Oyuela and Castañeda, 2008). 
 
Altos contenidos de humedad en el tejido de las plantas aumenta la 
permeabilidad celular, lo que facilita el ingreso de Botrytis cinerea y diversos 
patógenos.  
 
2.2.4.3 Efecto del pH 
El rango de pH óptimo para el crecimiento de B. cinerea es de 3-5. La 
germinación de los conidios de Botrytis sp. y la formación de los esclerocios es 
óptima a un pH de 4 (Jarvis, 1977;Figueroa and Garcia, 2002). 
2.2.5 Infección 
Las fases de infección de B. cinerea, son las siguientes (Benito et al., 2000):   
 
 La adherencia al hospedero y la gestación de las esporas sobre la 
superficie del hospedero. 




 Penetra en el tejido vegetal, a través espacios como heridas o aberturas 
naturales, mediante la participación de distintas actividades enzimáticas 
o mediante la participación de diversos procesos mecánicos incluyendo la 
diferenciación de estructuras de penetración de algunos sistemas. 
 
 El establecimiento del patógeno en la zona de penetración, causando la 
muerte de células adyacentes al punto de penetración y dando lugar a la 
formación de una lesión primaria como consecuencia de la expresión de 
los mecanismos de defensa de la planta 
 
 En muchos casos se inicia una fase de latencia, durante la cual los 
mecanismos de defensa de la planta parecen controlar al patógeno que 
permanece localizado en las áreas de necrosis correspondientes a las 
lesiones primarias.   
 
 Con el tiempo el patógeno es capaz de resistir a las fitoalexinas y 
mecanismos de defensa de las plantas e inicia su diseminación en el tejido 
vegetal contiguo, determinando la colonización y la maceración del tejido 
infectado en un breve período de tiempo. Sobre el tejido infectado el 
patógeno produce una nueva generación de esporas que pueden iniciar 
un nuevo ciclo de infección.   
 
Botrytis cinerea produce un gran número de enzimas en el proceso de 
patogénesis, algunas son pectinasas endo y exo pectin liasas (PL) (Movahedi 
and Heale, 1990) que ayudan a hidrolizar a enlaces glicosídicos de las pectinas 
(Baker and Bateman, 1978), enzimas endo y exo poligalacturonasas capaces de 
catalizar la hidrolisis de poligalacturonatos (Baker and Bateman, 1978) y pectin-
metilestereasas (Reignault et al., 1994) que demetilan la pectina. 
Adicionalmente, B. cinerea produce cutinasas, serina esterasas que hidrolizan el 
enlace de tipo éster de la cutina (Baker and Bateman, 1978), proteasas 
(Movahedi and Heale, 1990), enzimas que están involucradas en la 
detoxificación de compuestos vegetales antifúngicos, tales como las lacasas y 
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fitotoxinas (botridiales) que despliega la planta ante el ataque del patógeno 
(Benito et al., 2000) 
2.2.6 Síntomas y signos 
El patógeno puede atacar cualquier parte de la planta, la enfermedad que 
produce se denomina “moho gris”. Botrytis cinerea Pers., forma tubos 
germinativos a partir de las 10 horas posteriores a la adherencia al hospedero, 
después de 5 días de la enfermedad, forma el micelio y a los 10 días el hongo 
esporula, alcanzando de un 85% a un 88% de la pudrición, generando necrosis 
en 15 días (Alarcon, 2010). 
 
Figura 4. Síntomas causados por B. cinerea en diferentes cultivos. Imagen 
tomada de  (Ajouz, 2009) 
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2.3 Control de la Enfermedad 
2.3.1 Prevención 
En los sitios de siembra se recomienda homogenizar el suelo en un radio de 1m, 
se deben formar montículos y construir drenajes para evitar posibles excesos de 
humedad en épocas de lluvias, los montículos se deben labrar y regar con 
abundante agua y cubrirse con plásticos para aumentar la temperatura y evitar 
la proliferación del hongo. Es importante la adecuada aplicación de los 
fertilizantes. Para evitar contaminación cruzada es necesario desinfectar las 
herramientas de trabajo y tener pediluvios (pequeños lavatorios para desinfectar 
del calzado) (Instituto de Ciencias Agropecuarias, 2011). 
 
Labores como las podas de formación, saneamiento y eliminación de maleza 
deben realizarse frecuentemente para facilitar la aireación del cultivo. Todo el 
material contaminado como frutos, flores y residuos que presenten síntomas de 
la enfermedad se deben calcinar fuera del lote para prevenir la formación de 
conidias, que pueden ser transportadas por corrientes de aire. El uso de 
fungicidas debe hacerse de manera rotativa, debido a que el patógeno se vuelve 
resistente por su gran facilidad de reproducirse (Instituto de Ciencias 
Agropecuarias, 2011). 
 
2.3.2 Control químico 
Existen sólo unos pocos informes históricos sobre las enfermedades de hongos 
en las uvas. Algunos son; “Roman Pliniusthe”  desde la antigua Roma en el siglo 
I, y posteriormente en “Konrad von Mengenberg” alrededor del año 1350 en 
Alemania. Curiosamente, en ambos reportes se informa que ya los romanos 
utilizaban azufre para controlar estas enfermedades en los viñedos, mientras que 
en Alemania se recomendó usar azufre y potasio por primera vez en 1973 
(Jarvis, 1977). 
 
Durante los últimos 50 años el control del patógeno se ha hecho básicamente 
con el uso de fungicidas químicos sintéticos, siendo los más utilizados, 
benzimidazoles y dicarboximidas que inhiben la síntesis de microtúbulos, sin 
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embargo la utilización de estos productos se ha vuelto cada vez menos eficaz 
debido al desarrollo de cepas altamente resistentes (Rosslenbroich and Stuebler, 
2000;González Ponce et al., 2002). 
 
Desde mediados del año 1990, han llegado al mercado compuestos con 
actividad sobre B. cinerea, entre estos se encuentran; anilinopirimidinas 
(ciprodinil, pirimetanil y mepanipirima),  los fenilpirroles y la hidroxianilida 
fenhexamida (Rosslenbroich and Stuebler, 2000). 
 
Debido a las características de inhibición, las anilinopirimidinas poseen actividad 
protectora y curativa contra el hongo (Rosslenbroich and Stuebler, 2000), 
pirimetanil puede inhibir la biosíntesis de la metionina y la secreción de proteínas 
extracelulares, incluyendo hidrolasas fúngicas asociadas con la patogénesis del 
hongo.  
 
El Fludioxonil actúa sobre los tubos germinativos ocasionando cambios 
morfológicos  y estallido celular (Kuck et al., 1997) similar a la actuación de las 
dicarboximidas. 
 
Otra de las alternativas para el control químico del patógeno, es la aplicación de 
fenhexamid (Kuck et al., 1997) un fuerte inhibidor de la elongación de tubo 
germinativo y el crecimiento micelial del patógeno. Posee un mecanismo de 
acción diferente al de otros botricidas. Se ha reportado que este fungicida inhibe 
la biosíntesis de esterol, mediante la inhibición de la enzima 3-quetoreductasa. 
(Debieu et al., 2001) 
 
En Colombia el ICA en su Manejo Integrado de Plagas en mora, hace referencia 
a la enfermedad “Moho Gris”, recomienda la aplicación de fungicidas en 
tratamientos de pre y pos cosecha al cultivo y tratamientos de pos cosecha a la 
fruta, debido a que mejoran la calidad del producto durante su almacenamiento 
y comercialización. Los fungicidas sintéticos recomendados por el ICA son 
Mancozeb, Benomil, Iprodine, Euparen, Orthocide, Anvil, entre otros. (Alarcon, 
2010;Schroeder, 2007). 




Dado a que B. cinerea es el cásico “patógeno de alto riesgo” por su resistencia 
a los tratamientos, es necesario buscar alternativas para el control del patógeno 
(Rosslenbroich and Stuebler, 2000). 
 
Algunas investigaciones revelan la resistencia de Botrytis cinerea Pers., a 
fungicidas utilizados usualmente en diferentes cultivos. Cepas aisladas de la vid 
en Chile fueron evaluadas en condiciones de laboratorio en donde se pudo 
determinar la resistencia a fungicidas benomilo  y dietofencarb (Alvarez, 1991).  
 
González Ponce et al. (2002) Confirman la resistencia de aislamientos de B. 
cinerea de cultivos de rosas del estado de México a dos fungicidas 
benzimidazoles (Benomyl y thiabendazol). 
 
Como resultados de investigaciones en la búsqueda de más fungicidas sintéticos 
del grupo de las carboximidas se han reportado alrededor de 11 patentes, 
algunas de origen europeo y japonés, que buscan una mayor efectividad en el 
tratamiento de enfermedades fúngicas, entre ellas la podredumbre gris (Botrytis). 
Una de las más recientes es la publicada por el gobierno de chile y solicitada por 
Bayer Cropscience AG Alemania, que expone nuevas estructuras de fungicidas 
2-halógenofurilltienil-3-carboxamidas (Dunkel et al., 2005) 
 
2.3.3 Control Biológico 
El control biológico hace referencia al uso de productos naturales como extractos 
vegetales, microorganismos o extractos celulares, que tengan acción inhibitoria 
sobre agentes fitopatógenicos, con el fin de generar menos toxicidad, efecto 
residual y rentabilidad para el agricultor. 
 
Se han investigado alternativas para el control de la enfermedad, como la 
aplicación de microorganismos competitivos o parasitivos (Elad, 1996;Paulitz 
and Bélanger, 2001;Buck, 2002;Kessel et al., 2002). Muchos pueden competir 
por los nutrientes (Buck, 2002), producir metabolitos inhibitorios  (Janisiewicz 
and Roitman, 1988) o parasitismo (Shearer, 1995). 




Estudios en microorganismos reportan la efectividad de Ucladium atrum que 
tiene acción antagonista sobre B. cinerea compitiendo por los nutrientes(Kessel 
et al., 2002), Gliocladium roseum  invade el tejido vegetal antes que B. cinerea 
impidiendo la infección (Chaves and Wong, 2004) , algunas cepas de 
Thichoderma spp (Plazas, 2011;Quimbiamba, 2009;Harman et al., 1996) 
Bacillus, Burkholderia cepacia (Barka et al., 2002). Pseudomonas sp (Pieterse et 
al., 2000;Audenaert et al., 2002) han tenido importantes efectos inhibitorios sobre 
Botrytis cinerea. 
 
Sin embargo la gran limitante en la aplicación de un microorganismo 
biocontrolador es la adaptación de éste al medio en que se encuentre el cultivo 
en estudio, debido a que las condiciones ambientales varían, afectando la 
efectividad del microorganismo antagónico (McGrath y Shishkoff, 1999; Bettiol y 
Stadnick, 2001; Beth-Din et al. 1996; Paulitz y Bélanger, 2001; Elmer y  Reglinski, 
2006). 
 
2.3.3.1 Fungicidas de origen botánico 
 
Las plantas han desarrollado mecanismos de defensa químicos de manera 
natural y que han servido como modelo para la elaboración de productos 
sintéticos (Murray et al., 1999), ésta característica natural es de gran interés para 
la realización de estudios en la búsqueda de nuevas sustancias que tengan 
potencial actividad para el control de plagas y enfermedades fitopatológicas 
(Cowan, 1999), los cuales se han incrementado en las últimas dos décadas 
(López Gresa, 2006). 
 
A partir de estos descubrimientos se han elaborado  bioplaguicidas botánicos 
que son biopreparados de plantas con ingredientes activos. Estos productos 
vegetales son muy eficaces, menos costosos biodegradables y más seguros que 
sus homólogos sintéticos (Leng et al., 2011).  
 
Existen diversos estudios en plantas que sustentan actividad fungicida de 
productos naturales; entre estos, extractos y aceites esenciales de las semillas 
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de cítricos (citrus p.) sobre fusarium sp. (Sholaen., 2005); extractos evaluados 
de ajo (Allium sativum L.), acuyo (Piper auritum), guayaba (Psidium guajava L.) 
y eucalipto blanco (Eucalyptus globulus Labill.) redujeron significativamente el 
crecimiento micelial  de Colletotrichum gloeosporioides  en 54.3%, 48.8%, 47.7% 
y 39 %, respectivamente (Baños-Guevara et al., 2004). 
 
Otros estudios revelan la viabilidad de combatir a Botrytis cinerea mediante 
extractos vegetales  y aceites esenciales en condiciones “in vitro” (Bautista et al., 
2003;Miño and Uricohechea, 2001;Gutiérrez et al., 2003;Castro et al., 2006); 
también se ha evaluado el sinergismo de plantas sur africanas mezcladas con 
Kresomix-metil resultando efectivas para  la inhibición de B. cinerea (Knowles, 
2005). 
 
Así mismo ensayos “In vivo” demuestran eficacia en el control de la enfermedad 
moho gris de la mora con la aplicación de extractos vegetales (Geller and 
Acevedo, 2007;Park et al., 2008). 
 
Inclusive en Colombia, el ICA recomienda  biopreparados que se han usado de 
forma empírica en campo, mostrando buenos resultados contra Botrytis (Alarcon, 
2010). 
 
Tabla 3. Tratamientos naturales para Botrytis en Mora 
Tratamiento Concentración 
Cardo Bordelés 100g/bomba 
Ajo en Hidrolato, Repollo (inhibe crecimiento micelial) Mayor al 20% 
Eucalipto, Ajo, Repollo (Inhiben esclerocios) Mayor al 50%  
Uchuva, malva, canela y ruda Mayor al 50% 
Helecho Marranero, Pronto Alivio y Ruda NR 
 
2.4 Impacto económicos sobre las cosechas 
Botrytis cinerea causa importantes pérdidas económicas en muchos cultivos de 
frutales, hortalizas y flores, constituyéndose como una de los principales 
problemas fitosanitarios en países andinos. Este patógeno es bastante nocivo, 
ya que puede afectar cualquier parte de la planta, colonizando tallos, hojas, flores 
y frutos, por lo que esta enfermedad no afecta sólo el rendimiento; sino también 
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la calidad de los cultivos incluso en las etapas post cosecha como el transporte 
y almacenamiento de los productos (Fonseca, 2007). 
 
La mora de castilla presenta bajos niveles de rendimiento principalmente por el 
ataque de enfermedades que está relacionado a la mala nutrición de la planta y 
al mal manejo del cultivo. Uno de las enfermedades que más pérdidas genera 
es el moho gris (Botrytis cinerea) (Campaña and Massiel, 2011). Incluso en 
meses de invierno como enero, febrero y marzo en Chillanes (Ecuador) los 
agricultores no obtienen producción (Villares et al., 2010).  
 
Estudios reportaron pérdidas en cultivos de mora entre el 50% y el 76% en 
Colombia a causa de  Botrytis (Tamayo and Peláez, 2000), La universidad UPTC 
de Tunja demuestra que el patógeno puede ocasionar detrimentos cercanos al 
50% en la zona boyacense (Gutiérrez et al., 2003), y para la zona cafetera 
conformada por los departamentos de Caldas, Quindío y Risaralda ocurre una 
incidencia de la enfermedad del 42,35% en el cultivo (Tamayo and Peláez, 2000). 
2.5 Metabolitos secundarios 
Son moléculas provenientes del metabolismo primario, la mayoría de éstos se 
derivan del acetil-CoA, del ácido mevalónico o del ácido sikímico.  
 
Se distribuyen diferencialmente entre grupos taxonómicos, es decir no todos los 
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Éstos 
son sintetizados en pequeñas cantidades estando presentes en un determinado 
número de plantas, familias o especies. Presentan diferentes propiedades 
biológicas, y tienen una amplia aplicabilidad en la industria farmacéutica, 
alimentaria, y agroquímica. 




Figura 5. Rutas Biosintéticas de Metabolitos secundarios (López Gresa, 2006) 
 
Las plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios que engloban 
gran variedad de compuestos químicos cuya presencia varía enormemente de 
acuerdo a la familia, especie, localización geográfica y parte de la planta  
(Agostini et al., 2004), éstos metabolitos pueden tener actividades biológicas 
sobre insectos, plagas, o microorganismos fitopatógenicos, inclusive pueden 
producir fortalecimiento estructural en la planta, incrementando su resistencia a 
la penetración de micelios de los hongos y a los ataques de insectos (Castro et 
al., 2006). 
 
Los principales núcleos fitoquímicos con actividad fungicida reportados son 
terpenos, taninos, flavonoides y alcaloides (Castillo et al., 2010). 
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También es importante mencionar, que a partir del metabolismo de los 
microrganismos se pueden aislar compuestos activos (productos naturales) con 
gran potencial agroindustrial. Un claro ejemplo a esta afirmación es la obtención 
de un nuevo compuesto químico biocida aislado de organismos Streptomyces, 
que tienen actividad fungicida sobre Botrytis cinerea (moho gris) de tomates, 
















Figura 6. Nuevo compuesto Biocida 
 
Además el autor señala que los compuestos con la fórmula descubierta a parte 
de ser agentes biocidas, son agentes antivíricos activos contra contra el virus de 
la inmunodeﬁciencia humana asociado con el SIDA y también puede tener 
propiedades de inhibición sobre la proliferación de células cancerosas. 
 
2.6  Descripción de las especies vegetales 
2.6.1 Taxonomía 









Reino Platae Platae Platae 
División Magnoliophyta Magnoliophyta Magnoliophyta 
Clase Magnoliopsida Angiosperma Magnoliopsida 
Subclase Rosidae Dicotiledoneae Asteridae 
Orden Sapindales Tubiflorae Asterales 
Familia Rutaceae Solanaceae Asteraceae 
Erika Vanessa Jiménez Posada 
 
23 
Género Ruta Nicotina Chrysanthemum 










2.6.2 Ruda (Ruta graveolens) 
La ruda es una planta herbácea, robusta, asilvestrada, pertenece a las familias 
de las Rutáceas que comprende alrededor de 161 géneros y más de 1600 
especies (Naveda González, 2010).  Es nativa del sur de Europa y del Norte de 
África, tiene muchas propiedades terapéuticas que han sido descritas por siglos 
(Stashenko et al., 2000) . Actualmente se encuentra en Canadá, Estados Unidos, 
México, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Perú y Chile (Naveda González, 
2010), es bastante común encontrar ruda cultivada en huertos o jardines, ya que 
es utilizada como planta ornamental, medicinal, especia, o según creencias 
populares como “protectora de energías” (Torres, 2002). 
 
 
Figura 7. Ruta graveolens, Fuente: Autor 
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2.6.2.1 Principios activos de las Rutáceas 
Los aceites esenciales de las rutáceas están compuestos en un 90% por dos 
cetonas la metilheptilcetona y metilhonilcetona, compuestos menores hacen 
presencia como el pineo, cineol y limonelos. Además, esta familia presenta 
también alcaloides, furanocumarina, y uroquinolina que son de importancia 
toxicológica  (Frohne and Pfänder, 1984). 
 
La presencia de cumarinas, alcaloides, terpenos, y flavonoides en Ruta 
graveolens has sido reportadas por Oliva et al. (1999). 
 
Sin embargo estudios más estrechos, sobre la planta Ruta graveolens, reportan 
que los principales metabolitos secundarios más abundantes son flavonoides, 
alcaloides, aceites esenciales y cumarina (Naveda González, 2010). 
 
2.6.2.2 Actividad biológica de los extractos de Ruda 
Estudios cromatográficos y de bioactividad, dan a conocer 11 estructuras 
presentes en las hojas de ruda, que tienen actividad fungicida en los hongos 
filamentosos Botrytis sp., Colletotrichum sp., Fusarium y Phomopsis (Oliva et al., 
2003). 
 
Los extractos de Ruta Graveolens tienen actividad bactericida sobre cepas 
resistentes de Staphylococus aerus, además el autor afirma que para la fecha 
en que hizo su investigación no se había reportado la presencia de un 
componente químico importante, el ácido omega 3 (9,12,15-ácido 
octodecanoico-metilester) (Luján, 2006). El extracto etanólico de Ruda presentó 
actividad antimicrobiana contra Staphylococus aeurus (Naveda González, 2010). 
 
2.6.3 Tabaco (Nicotiana tabacum) 
Nicotiana tabacum es una planta herbácea, perteneciente a la familia 
Solanaceae, es originaria de América trópica (América del sur, México y las 
Antillas) y ahora se cultiva en todo el mundo como pilar comercial de tabaco. 
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Este cultivo tiene un alto impacto comercial, la organización mundial de la salud 
(OMS) estima que alrededor del 14% de la población mundial fuma actualmente. 
 
 
Figura 8. Nicotiana tabacum, Fuente: Autor 
2.6.3.1 Principios activos de la hoja de Tabaco 
El tabaco pertenece a la familia solanaceae en la cual existe alrededor de  80 
géneros de los cuales 60 son provenientes de sur América, algunas especies 
conocidas son Capsicum, Datura, Lycospersicon, Nicotiana, Petunia, Solanum, 
especies de importancia económica en el mundo,  en Colombia son comunes 
cultivos como el tomate de árbol, lulo, papa, tomate de mesa y tabaco que 
pertenecen a ésta familia (Kaul, 1988). 
 
La familia solanácea ocupa históricamente un papel muy importante en la 
investigación de fitoalexinas sesquiterpénicas, (Hammerschmidt, 
1999;Kawauchi et al., 2010). La aspersión de estos compuestos puede inducir 
respuestas preventivas de defensa a varias enfermedades a los cultivos 
(Hammerschmidt, 1999). 
 
Nicotiana tabacum es rico en alcaloides, principalmente en nicotina. La nicotina 
natural, levógira, presenta propiedades insecticidas, actuando como veneno 
cardiaco y neutrópico. Por su volatilidad puede afectar al individuo por inhalación 
aunque su sal es mucho más activa por ingestión (López Gresa, 2006). 






Figura 9. (-) Nicotina 
 
Extractos de hojas de tabaco en acetato de etilo, mostraron control contra 
Bacillus cereus y Erwinia carotovora, fracciones en butanol, son efectivos en 
condiciones in vitro contra Staphylococus aeurus y Agrobacterium tumefaciens, 
(Bakht et al., 2012) 
 
Extractos etanólicos y de las raíces en metanol tienen altos contenidos de 
isoflavonas que tiene actividad inhibitoria del virus del mosaico en las hojas de 
tabaco (Chen et al., 2012b) y capacidad para el control de parásitos externos en 
Bovinos (Portela Cardenas et al., 2003).  
 
Así mismo, extractos polares de hojas incluyendo nervaduras, ocasionan 
mortalidad del 90 al 100% de las larvas del gusano cogollero del maíz 
Spodoptera frugiperda S. (García Roa et al., 1999) 
 
Por otro lado, se reveló actividad fungicida de extractos de tabaco, mezclado con 
Neem, que mostro buena actividad frente al hongo Fusarium oxysporum (Murillo 
et al., 2012) 
 
Otros alcaloides presentes en la planta son la nicoteina, nicotimina, analina 
anabaina y nornicotina, además de un alto porcentaje de ácidos orgngánico. Las 
hojas también contienen glucosidos, tahacinina, isoquercitina, además de 
sustancias terpénicas y carcinogénicas (Rawat and Mali, 2013). 
  
Diferentes isoformas de quitinasas y α-1,3- quitinasa provocaron lisis de las hifas 
e inhibición de crecimiento sobre Fusarium solani germlings, además 
comprobaron actividad anti Alzheimer (Rawat and Mali, 2013). 
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2.6.4 Crisantemo (Chrysanthemum morifolium) 
Los crisantemos son tradicionales de oriente, pertenecen a la familia Asteraceae 
que Inicialmente fue reconocida con el nombre de Compositae, sin embargo el 
código nacional de nomenclatura botánica permite también el nombre de 
Asteracea Durmotier en 1822 (Katinas et al., 2007); esta familia comprende más 
de 1770 géneros y unas 24.000 a 30.000 especies distribuidas en todo el mundo 
a excepción de la Antártida. Las hojas de la planta pueden ser lobuladas o 
dentadas. Las flores son realmente una inflorescencia que está formada por dos 
tipos de flores: radiales (femeninas) y concéntricas (hemafroditas) (Katinas et al., 
2007), por miles de años la flor ha sido utilizada como un alimento saludable en 
la medicina china. Muchos estudios reportan su gran actividad antioxidante, 
favorables acciones en el sistema cardiovascular y en problemas respiratorios 
(Chen et al., 2012c). En América, el país con mayor variedad de géneros de la 




Figura 10. Chrysanthemum morifolium (Missouri Botanical Garden, 2013) 
 
El crisantemo es una planta herbácea que crece anualmente, nativa de regiones 
del mediterráneo y se comercializa como planta ornamental. 
 
2.6.4.1 Principios activos de crisantemo 
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El crisantemo ha sido utilizado como insecticida natural por la presencia de 
terpenos en sus flores, estos compuestos son más conocidos como piretrinas 
(Lara Viveros, 2010). 
 
En Japón y china es una planta importante en la alimentación, a ésta flor se le 
atribuyen actividades antioxidante, antibacterial, antifúngica y anti cáncer, más 
específicamente a la especie Crysanthemum coronarium (Zhang et al., 2010). 
Se ha comprobado actividad fungicida de aceites esenciales de Crysanthemum 
coronarium frente a 12 patógenos comunes en la agricultura, esta actividad se 
atribuye a la presencia de alcanfor (29,2%), α-pineno (14,8%), β-pineno (9,5%)  
Lyrath de etilo (9,8%) y camazuleno (0,5%) (Alvarez et al., 2001). 
  





La agenda interna para la productividad y competitividad de Risaralda del año 
2007, fijó como prioridad 19 cadenas productivas que están enmarcadas en los 
sectores agrícolas, manufactureros, biodiversidad, recursos naturales y 
actividades intensivas en conocimiento. Del sector agrícola una apuesta es el 
cultivo de frutas donde la mora proveería a la agroindustria nacional de 6.000 
toneladas al año, siendo así el primer departamento productor. En el mercado 
internacional, cerca del 90% de la producción se destina al procesamiento y el 
restante 10% se consume como fruta fresca; del mismo fruto se extrae un 
colorante natural llamado Antocianina, muy demandado por los japoneses, que  
tiene un precio de 80 dólares por kilogramo (López and Soto, 2008). 
 
Los cultivos de mora son atacados por plagas y enfermedades, estas últimas  
son causadas por hongos o bacterias, siendo una de las más perjudiciales el 
moho gris (Botrytis cinérea) afectando tallos, hojas, flores y frutos, finalizando en 
necrosis a los 15 días (Alarcón et al., 2010) generando pérdidas relativas entre 
el 50 y el 76% (Tamayo and Peláez, 2000).  Los controles para el manejo de la 
enfermedad son culturales de tipo manual y principalmente el uso de insumos de 
síntesis química, a los que el microorganismo ha generado resistencia, por tal 
motivo se han aumentado los costos de producción, haciendo más difícil 
impactar el mercado internacional, pues se ofrece un fruto contaminado por el 
efecto residual de estas sustancias, que a largo plazo puede afectar la salud de 
los consumidores. Por ello una nueva modalidad de extractos naturales surge 
para combatir enfermedades y plagas generando menos impacto al ambiente en 
contaminación o en introducción de una especie que pueda causar desequilibrio 
al ecosistema (Mecader et al., 2006). 
 
Esta propuesta de trabajo se sustenta en la necesidad de encontrar soluciones 
alternativas para combatir el hongo Botrytis cinerea, por lo que se evaluará el 
efecto de inhibición de extractos de  plantas de Ruta graveolens, Nicotiana 
tabacum y Chrysanthemum morifolium pertenecientes a las familias Rutaceae, 
solanaceae y asteraceae, sobre el hongo Botrytis cinerea. 
  





4.1 Objetivo General 
 
Evaluar la actividad fungicida de los extractos etanólicos de las hojas de Ruta 
graveolens, Nicotiana tabacum y flores de Chrysanthemum morifolium sobre el 
hongo Botrytis cinerea de la mora de castilla (Rubus glaucus Benth). 
 
4.2 Objetivos Específicos 
 
 Obtener los extractos etanólicos de las hojas de Ruta graveolens, 
Nicotiana tabacum y flores de Chrysanthemum morifolium recolectadas. 
 
 Realizar una marcha fotoquímica verificadora de los metabolitos 
secundarios de las especies de los extractos por cromatografía de capa 
delgada (CCD). 
 
 Determinar la actividad fungicida in vitro de los extractos de Ruta 
graveolens, Nicotiana tabacum y Chrysanthemum morifolium sobre el 
hongo Botrytis cinerea. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1 MATRIALES 
5.1.1 Material vegetal 
El material vegetal fue aportado por la Universidad del Quindío, la recolección de 
la ruda (Ruta graveolens) se realizó en la finca San Pedro de la vereda san Juan 
de Carolina en el municipio de Salento Quindío a 1895 msnm, las hojas de 
tabaco (Nicotiana tabacum) provenían de la finca La Judea en la vereda San 
Carlos del municipio de La Tebaida Quindío a 1190 msnm y el Crisantemo 
(Chrysanthemum morifolium) proveniente la finca La Sierra, ubicada en la vereda 
cristales del municipio de La Tebaida, Quindío. Se recolectaron manualmente, 
aproximadamente 2000 g de cada uno de los cultivos, en horas de la mañana. 
Seleccionando plantas completas que  fueron enviadas al herbario de la 
Universidad del Quindío para su clasificación taxonómica. 
 
Tabla 5. Condiciones climáticas día de recolección 





Salento 4° 38′ 14″ N, 
75° 34′ 15″ W 
22 1895 82 
La Tebaida 4° 27′ 8″ N, 
75° 47′ 12″ W 
21 1190 78 
 
5.1.2 Material Biológico 
Para efectuar la actividad antifúngica sobre Botrytis Cinerea, el hongo se aisló 
de un fruto infectado seleccionado al azar del cultivo ubicado en la finca El Moral, 
vereda Barrio Blanco en el municipio de Quinchía Risaralda a 2.087 msnm, a 
una temperatura promedio de 23°C, y humedad relativa del 88%. 
 
5.1.3 Equipos e instrumentos 
En la tabla 6, se muestran los equipos e instrumentos utilizados durante la 
ejecución del proyecto, todos se encuentran disponibles en la escuela de 
Química de la Universidad Tecnológica de Pereira 
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Tabla 6. Equipos e instrumentos utilizados 
Elemento Marca Modelo 
País de 
Origen 
Vidriería Schott Duran   Alemania 










Microplacas de 96 












Lámpara de UV Entela UL 3101-1 USA 










Genesys 20   
Thermo Fisher 
Scientific 





Mechero Bunsen   Alemania 
Autoclave Manual All American 25 x USA 
Cabina de flujo 
laminar 
C4 FLC 120 Colombia 




La extracción del material vegetal se realizó con N-hexano marca Merck (C6H14), 
Diclorometano  Merck (CH2Cl2), ambos grado comercial y Etanol absoluto marca 
Sigma Aldrich (CH3OH). Para realizar la marcha fotoquímica se emplearon 
cromatoplacas en aluminio de silica gel 60 F254 Merck. Los reactivos 
microbiológicos fueron Agar de papa dextrosa Merck (PDA), caldo nutritivo Merck  
y como control positivo de los ensayos in vitro se empleó el fungicida agrícola 
Manzate® 200 WP cuyo componente activo es el Mancozeb y para solubilizar 
los extractos se usó Dimetilsulfóxido marca Sigma Aldrich.  
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5.3  Métodos 
5.3.1 Extracción del material vegetal 
Las plantas fueron recolectadas y posteriormente sometidas al proceso de 
secado en horno a 35°C por un periodo de 8 días,  después de tener el material 
seco se llevó a cabo la molienda hasta obtener un polvo fino (partículas 
pequeñas). Se tomaron 100 g del material vegetal seco y molido para extraer por 
Ultrasonido con una relación líquido/sólido 10:1,  en periodos triplicados de 20 
minutos  y temperatura promedio de 20ºC  (Cares et al., 2010), el orden de 
extracción fue: Hexano, diclorometano, y por último  se extrajo con etanol. 
Inicialmente se planteaba realizar el análisis a los extractos polares, pero 
finalmente los ensayos de caracterización y de bioactividad se realizaron a todas 
los extractos, dado que para obtener el extracto de etanol se siguió el 
procedimiento sucesivo implementado por (Niño et al., 2006). 
 
Posteriormente,  todos los extractos se concentraron a presión reducida a 45°C 
y se secaron en baño maría a temperaturas inferiores a 45°C y  Se conservaron 
a -4 °C hasta su utilización. 




Figura 11. Obtención de los Extractos de Ruda, Crisantemo y Tabaco. 
 
5.3.2 Caracterización fitoquímica de los extractos por CCD 
La  presencia de diferentes metabolitos secundarios se hizo por cromatografía 
de capa delgada, usando placas de silica gel F254 comparando las características 
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de las mancha producidas por cada extracto con los patrones al observar con luz 
UV a longitud corta (λ= 254nm) y larga (λ= 380nm) (López Gresa, 2006), y 
tratadas con un revelador específico para cada metabolito secundario  que  se 
iba a analizar (Bilbao, 1997;Sanabria-Galindo et al., 1997). Para cada tipo de 
extracto se ensayaron varios sistemas de elución, que permitieran una buena 
resolución de las manchas al observar en la luz UV. En la tabla 7 se muestran 
los sistemas de elución empleados para este análisis un sistema de elución. 
 
Tabla 7. Sistemas de elución utilizados para CCD 
Extracto Eluente Composición 
n-Hexano n-Hexano/Acetato de Etilo 70:30 
Diclorometano n-Hexano/Acetato de etilo/2-Propanol 70:25:5 
Etanol Acetato de etilo/Metanol/ Agua 60:39:1 
 
Los reveladores específicos, patrones y características esperadas en la placa 
revelada para detectar la presencia de los metabolitos secundarios estudiados 
en el presente análisis se enuncian en la tabla 8: 
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Tabla 8. Patrones y Agentes reveladores en la marcha fitoquímica 











Disolución A: Se disuelve 
0,85 g de nitrato de bismuto 
en una mezcla de 10 mL de 
ácido acético Glacial y 40 mL 
de agua. Disolución B: 8 g de 
Yoduro de potasio en 20 mL 
de agua. Reactivo: Se 
mezclan 5 mL de A, 4 mL de 
B y se diluye en agua y se 
acidifica. El reactivo es 
estable por un año. Se rocía 
en cromatograma, en 
ocasiones hay que calentar a 






persistir 24 h 
Quinina 
Liebermann-Burchard. Se 
mezclan 5 mL de anhídrido 
acético, 5 mL de cloroformo y 
1 o 2 gotas se ácido sulfúrico. 










Solución de cloruro férrico al 
5 % en HCL 0,5 N 
Fenoles 
Macha azul, si 




Cloruro Férrico al 1 % en 
etanol.  
Flavonoides 






Cloruro Férrico al 1 % en 
Etanol 
Taninos 




Preparar solución de KOH al 
10 % en metanol  
Cumarinas Azules intensas Cumarina 
Cloruro de Hidroxilamina: 
Clorhidrato de Hidroxilamina 
0,5 N en etanol al 95%,  
Hidróxido de sodio al 6 % y 
una gota de tricloruro férrico 
Lactona Rojo o azul Cumarina 





5.3.3 Obtención de la Cepa de Botrytis Cinerea 
Se toma una muestra al azar del cultivo infectado con B. Cinerea, la muestra 
fresca se aisló directamente usando como medio de cultivo agar de papa 
dextrosa (PDA) con ácido láctico, tras un periodo de incubación de 10 a 15 días 
a temperatura ambiente, el hongo está en su fase máxima de crecimiento, a partir 
de este cultivo se hacen repliques hasta la obtención de cultivos puros de B. 
Cinerea, constatando por observaciones macro y microscópicamente. 
Finalmente, se conservó en tubo de ensayo con agar PDA servido en cuña a 4ºC 
(Villalobos Alvarez, 2006).  
 
En los aislamientos se pudo observar la morfología de Botrytis cinerea descrita 
anteriormente (Jarvis, 1977;Villalobos Alvarez, 2006;López Gresa, 2006). 
  
Ácido sulfúrico al 10 % en 
etanol. Opción B: Reactivo 
Vainillina-ácido sulfúrico: Se 
disuelve 0,5 g de vainillina en 
1.7 mL de etanol y se añade 
0.1 mL de Ácido Sulfúrico. 
Después de rociar el 
cromatograma y seca a 120 º 
C 
Saponinas 
Inicialmente   
Rosa-violeta 
luego se torna 
café 
Diosgenina 
Cloruro de Hidroxilamina  Amidas Color morado Formamida 




Figura 12. Observación asilamientos de B. Cinerea, fuente: Autor 
A) B. Cinerea en PDA con 10 días de edad, hongo esporulado, B) Formación de 
esclerocios a los 20 días de edad, C) y D) características morfológicas 
observadas con microscopio óptico a 40x 
 
5.3.4 Reactivación de la Cepa de Botrytis Cinerea 
Para conservar el microorganismo, se hicieron repliques hasta esporulación del 
hongo una vez por mes. 
5.3.5 Preparación del inóculo 
La preparación del inóculo se realizó partir de los aislamientos obtenidos de la 
cepa. Tomando una caja con agar PDA y el hongo con crecimiento de 5  - 7días 
aproximadamente, con la ayuda de un asa estéril de realizó el desprendimiento 
del micelio, usando solución salina estéril se homogenizó en Shaker y con la 
escala de McFarland se ajustó la concentración a 0, 5 McFarland,  equivalente a 
1.5x109 conidios/mL (Oyuela and Castañeda, 2008;Rivera-Coto et al., 2012). 
Finalmente se realizó la dilución 1:20 con agua destilada estéril para una 
concentración final del inóculo de 5±105 conidios/mL para un volumen total de 
40 mL. 




Figura 13.  Preparación del Inóculo de B. cinerea 
5.3.6 Evaluación de la Actividad Antifúngica 
El CLSI (Clincal Laboratory Standard Institute antes NCCLS) publicó en el 2007 
un método estandarizado para la evaluación de la sensibilidad antifúngica. En el 
documento M38A se especifica la realización de pruebas de sensibilidad a los 
hongos filamentosos formadores de conidias. Esta técnica simplifica el tiempo y 
el espacio, disminuye la cantidad de reactivos, y permite evaluar en simultanea 
96 ensayos en pequeñas microplacas con pozos de 300 µL. Se adaptó esta 
metodología para evaluar la actividad de extractos vegetales en concentraciones 
de 250 PPM a 7,8 PPM (Cantón Lacasa et al., 2007;Ramirez, 2012) 
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En la figura 14 se muestra el esquema de la microplaca y el diseño que se utilizó: 
 
 
Figura 14. Distribución de la microplaca para el ensayo de actividad antifúngica. 
CI: Control de inhibición, CC: Control de crecimiento, CE: Control de esterilidad 
 
La figura 15 resume la metodología llevada a cabo para preparar la solución 
madre de todos los extractos empleados, el inóculo de Botrytis cinerea y la forma 
de preparación y llenado de las microplacas: 




Figura 15. Flujograma de la Técnica de microdilución en placas, adaptada del 
CLSI 
SS: Solución salina, ADE: Agua destilada estéril, CI: Control de inhibición, CC: 
control de crecimiento, CE: control de esterilidad. 
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Como se explicó en las figuras 14 y 15, la fila 8 (letra H), se utilizó sólo para los 
controles: Inhibición o control positivo (caldo, antifúngico e inóculo); Control de 
crecimiento (Caldo e Inóculo) y control de esterilidad o blanco (solo caldo). Las 
diluciones se hicieron verticalmente hacia abajo, a partir de la fila 1 (Letra A) de 
concentración de 0,5 mg/ml.  Este diseño es el mismo para todas las plantas.  
 
En la tabla 9 se muestra la placa con sus diluciones, por placa se pueden evaluar 
los 3 extractos de cada planta (hexano, diclorometano, etanol) por triplicado. Esta 
distribución optimiza la utilización de todos los pozos y facilita el llenado con 
micropipetas multicanal, lo que ayuda a disminuir gran parte los errores 
sistemáticos. 
Cada cuarta columna se resaltó con color gris, para especificar que esta no fue 
inoculada, ni tiene caldo porque se utilizó como control de dilución, es decir la 
absorbancia propia del extracto, la cual debe restarse a los valores arrojados 
para cada dilución. 
 
Tabla 9. Diseño de la microplaca para las tres plantas 
Muestr
a 
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Con el fin de estimar el tiempo necesario de cambios en el crecimiento de B. 
cinerea y determinar actividad inhibitoria de los extractos, previamente, se 
elaboró la curva de crecimiento del microorganismo en caldo nutritivo (medio 
empleado en el ensayo), ya que el valor de absorbancia del microorganismo 
debía ser superior a 0,5 (Oyuela and Castañeda, 2008). 
 
Tabla 10. Curva de crecimiento de B. cinerea en caldo nutritivo 
Día Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3 Absorbancia 
Promedio 
0 0,032 0,030 0,030 0,031 
1 0,029 0,030 0,030 0,030 
2 0,041 0,032 0,044 0,039 
3 0,367 0,336 0,363 0,355 
4 0,379 0,381 0,374 0,378 
5 0,377 0,378 0,374 0,376 
 
 
Figura 16. Grafica del crecimiento de B. cinerea en caldo nutritivo 
 
A partir del día 5 se puede ver la germinación de conidias y formación de 
micelios, lo que indica el desarrollo completo del hongo, por lo tanto se dará una 
mejor estimación de la actividad fungicida de los extractos en este periodo ya 
que se incluyen todas las etapas de crecimiento del microorganismo y los 
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5.3.7 Lectura del Bioensayo 
Las placas fueron medidas en un lector de placas de 96 pozos, el día 7 después 
de la inoculación de los pozos, se toman los datos de absorbancia a 405 nm, y 
se complementa con la lectura visual. 
5.3.8 Análisis estadístico 
Se realizaron análisis de varianza ANOVA por planta y por tipo de extracto, 
complementado con el test de Tukey HSD, con un nivel de significancia del 5% 
usando el programa STATGRAPHICS Centurion XV.II. 
 
También se determinó la concentración media inhibitoria (IC50) de las fracciones 
activas por extrapolación gráfica del logaritmo en base 10 de las concentraciones 
evaluadas contra la absorbancia. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
6.1 Extracción del Material Vegetal 
 
En la tabla 11 es posible observar las cantidades de material vegetal extraídas 
de cada planta, con las que se pudo hacer la caracterización fitoquímica y la 
evaluación de actividad fungicida. 








Hexano Diclorometano Etanol 
m (g) % m (g) % m (g) % 
Ruta graveolens 100 
2,80
33 












2,92% 3,0214 3,02% 2,5521 2,55% 
 
6.2 Caracterización Fitoquímica de los extractos por CCD 
En la tabla 12, se resume la marcha fitoquímica de los extractos, en donde se 
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N-Hexano + + + + + + - - - 
Diclorometano + + ++ + ++ ++ ++ + - + 
Etanol + + - ++ ++ ++ + - - 
Crysanthemum 
morifolium 
N-Hexano - ++ + + + + + ++ - 
Diclorometano + ++ + + + - - ++ - 
Etanol - + - ++ + + - + - 
Nicotiana 
tabacum 
N-Hexano ++ ++ + - - - ++ ++ - 
Diclorometano ++ + - ++ - + ++ + + 
Etanol + + - - - + + - - 
 (++) Abundante, (+) Presente, (-) Ausente 
6.2.1 Ruta graveolens 
Esta planta perteneciente a la familia Rutaceae  contiene más de 120 
compuestos de diferentes clases (Burga, 2005), en la marcha fitoquímica se 
confirma la abundancia  de cumarinas,  flavonoides, alcaloides,  triterpenos y 
esteroles, estos metabolitos son los mismo que Ivanova et al. (2005) reporta 
como principales metabolitos secundarios encontrados en la planta de ruda. Así 
mismo, se evidencia la presencia de taninos gálicos y en una menor proporción 
lactonas, compuestos fenólicos y amidas; no se encontraron saponinas.  
 
Todos los resultados anteriores concuerdan con los estudios hechos por 
Stashenko et al. (2000), en donde reporta alrededor de 88 compuestos diferentes 
en toda la planta, siendo las cumarinas las de mayor abundancia; Eiler (1994) 
encontró  alrededor de 40 cumarinas y derivados de cumarinas aislados de la 
ruda ampliamente descritos. El mayor constituyente de las cumarinas es el 
glucósido rutarin (0,9%)   Otros furanocumarinas comunes en ruda son 
bergapteno, psoraleno, xantotoxina, isopimpinellin y rutaretin.  Oliva et al. (2003) 
determinó la actividad fungicida de extractos de ruda sobre los  hongos 
filamentosos Botrytis, Colletotrichum, Fusarium, y Phomopsis considerados 
como los principales patógenos de plantas en todo el mundo (Farr et al., 1989).  
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En la figura 17 se muestran las estructuras aisladas de las fracciones con 




Figura 17. Estructuras de compuestos con actividad fungicida aislados de las 
hojas de R. graveolens (Oliva et al., 2003). 
 
Con estos resultados, es posible inferir el efecto inhibitorio sobre Botrytis cinerea  
de los extractos de ruda que tienen abundancia de cumarinas. 
 
Alcaloides y flavonoides también se evidenciaron en el análisis; (Eiler, 1994) 
comprobó la presencia de estos grupos de metabolitos e identifico rutina, 
gossipetin, kaempferol, isorhamnetin y alcaloides de tipo furoquinolina y 
acridona. 
 
Barboza et al. (2010) También encontró triterpenos,  esteroides, carotenoides, 
alcaloides y cumarinas en extractos de ruda con actividad biológica. 
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6.2.2 Crysanthemum morifolium 
Los extractos  de C. moryfolium revelaron abundancia de flavonoides, 
triterpenos, esteroides y saponinas. 
 
La cromatoplaca al ser revelada para flavonoides muestra demasiadas manchas 
amarillas verdosas, similar al patrón Kaempferol, además de tener el mismo RF 
de 0,9, lo cual es muy probable ya que Lai et al. (2007) encontró este flavonoide 
en extractos de crisantemo. 
 
Lin and Harnly (2010) Identificaron los compuestos fenólicos en las flores de 
Chrysanthemum morifolium provenientes de china, en donde encontró 4 
principales estructuras de compuestos fenólicos: 
 
Figura 18. Compuestos fenólicos de la flor de Crysanthemum 
 
Los resultados de la marcha fitoquímica realizada son coherentes a los 
sustentados bibliográficamente, ya que se evidencio la abundancia de 
compuestos fenólicos. 
 
La investigaciones sobre estas Asteraceaes, se proyectan hacia la búsqueda de 
componentes de especies de Crysanthemum para la inhibición de efectos  
cancerígenos, como sustancias neuroprotectoras, actividad antioxidante y 
actividad antiinflamatoria (Lee et al., 2009;Lin and Harnly, 2010;Pan et al., 
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2011;Chen et al., 2012a). Estudios han determinado que los flavonoides totales 
de crisantemo pueden inhibir el crecimiento de células tumorales  en ratones 
(Pan et al., 2011). 
6.2.3 Nicotiana tabacum 
Como es bien sabido, el tabaco, es rico en alcaloides, principalmente nicotina; 
en la caracterización cromatográfica se encontró igual abundancia de lactonas, 
seguida por la presencia de Triterpenos y esteroides, saponinas y cumarinas, 
algo de flavonoides y amidas. 
Entre los alcaloides identificados en las hojas de en N. tabacum, se pueden 
mencionar, la nicotina (94,8%), nornicotina (3%), anabasina (0,3%), anatabina 
(1,9%) (Heemann et al., 1983). 
La abundancia de Lactonas encontradas en la placa cromatográfica es 
esperada, ya que han sido reportadas más de 80 lactonas del tabaco, muchas 
de estas son α-levantenolida y lactonas de 20 carbonons, diterpenoides de clase 
labdano y cembrano respectivamente, entre muchas otras. Complementario a 
estas estructuras, se elucidaron 11 nuevas Lactonas: 
 
Figura 19. Lactonas encontradas en Tabaco (Pettersson et al., 1993). 
1) ɣ-lactona 2) 3-isopropil-2-2penten-a-olida 3)ɣ-lactona α-β insaturada 4) ɣ-
lactona α-β insaturada, la 4-metil-3-(3-oxo-l-butil)-2-penten-4-olida 5) 3-methil-7- 
oxo-2-octen-4-olida 6) 4-(5-methil-2-furil)pentan-4-olida 7) tiene una fracción de 
ɣ -lactona 8) 3-isopropil-2,4-pentadien-5-olida 9) 4-oxa-7,11,11-trimetilbiciclo-
[5.4.0]undecan-3-ona, 10) una ɣ -lactona,  (Z)-6-nonen-4-olida y  11) 5-Metil-4-
hexanolida. Los triterpenos y esteroides puede corresponder al cicloartenol, 
caempesterol, sitosterol y estigmasterol (Heemann et al., 1983). 
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6.3 Evaluación de la actividad Antifúngica 
La evaluación antifúngica como se mencionó anteriormente se hizo con los 
extractos en hexano, diclorometano, y etanol de cada planta. 
Cuando el extracto inhibe el crecimiento del microrganismo se conserva su color 
inicial, si no, el hongo crece produciendo un color café en la solución, o 
abundante micelio que va de hialino a café. Ambas características fueron 
observadas con lupa binocular, y se reportan como  evidencia de la inhibición y 
el crecimiento. 
 
Figura 20. Efecto de los extractos sobre Botrytis cinerea en caldo nutritivo 
A) se nota la germinación de los conidios, desarrollo conidióforos y nuevos 
conidios. B)  Conidios en solución, algunos desarrollan tubos germinativos, pero 
la gran mayoría no germina. {Sánchez Rios, 2002 #186} 
 
6.3.1 Ruta graveolens 
Los extractos de R. graveolens presentaron una buena actividad en la inhibición 
de la germinación de las conidias de B. cinerea, siendo el extracto de 
diclorometano el que mejor control inhibitorio presentó, esto se pudo percibir 
visualmente. 
En la figura 21, se pueden notar  la producción de diferentes coloraciones de 
acuerdo al crecimiento de B. cinerea en donde un color café oscuro y en algunos 
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EtOH: Etanol, DCM: Diclorometano, N-Hex: Hexano 
Figura 21. Bioensayo en microplaca de 96 pozos para R. graveolens 
 
En el extracto de etanol la coloración café se nota desde la concentración de 250 
PPM, hexano a partir de 125 PPM,  y en diclorometano se hace más notoria a 
partir de 31,25 PPM. 
 
En la tabla 13 se presentan los valores de absorbancia tomados para el análisis: 
Tabla 13. Absorbancia a 405 nm de R. graveolens contra B. cinerea 
EXTRACTO Ruda-EtOH Concentraciones  mg/L 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,3508 0,6139 0,4094 0,4538 0,4377 0,644 
0,3439 0,416 0,3968 0,8972 0,4093 0,5331 
0,3733 0,3121 0,4507 0,453 0,6458 0,7095 
Controles CC: 0,7615 CI: 0,2087 
BIOENSAYO 2 0,943 0,507 0,6531 1,555 0,7406 0,7973 
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0,5278 0,4152 0,6521 0,9224 0,7649 1,1578 
0,5217 0,6016 0,8248 0,8878 0,7359 0,8302 
Controles CC: 0,8442 CI: 0,2851 
EXTRACTO Ruda-DCM Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,0363 0,085 0,3503 0,4277 0,6853 0,4193 
0,0334 0,0738 0,6293 0,4405 0,634 0,5379 
0,019 0,0635 0,4131 0,4499 0,593 0,5519 
Controles CC: 0,7356 CI: 0,2062 
BIOENSAYO 2 0,0345 0,0546 0,3539 0,8488 1,0056 1,0623 
0,0035 0,0025 0,4029 0,6859 0,7859 0,6368 
0,0114 0,0008 0,5758 0,6998 0,6674 1,3499 
Controles CC: 0,9773 CI: 0,2974 
EXTRACTO Ruda-N-Hex Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,069 0,3383 0,3345 0,4282 0,4301 0,6871 
0,0265 0,2077 0,3592 0,5545 0,4385 0,7301 
0,039 0,2167 0,5482 0,5834 0,4958 0,7532 
Controles CC: 0,6086 CI: 0,2941 
BIOENSAYO 2 0,0245 0,8501 0,9405 0,6819 1,0726 0,6506 
0,0561 0,7164 0,8984 0,6853 0,7803 0,7424 
0,1161 1,0735 1,1942 0,8211 0,905 1,0353 
Controles CC: 1,1912 CI: 0,1953 
EtOH: Etanol, DCM: Diclorometano, N-Hex: N-Hexano, CC: Control de crecimiento, CI: Control 
de Inhibición 
6.3.2 Chrysanthemum morifolium 
 Lamentablemente a pesar de las innumerables características reportadas para 
el crisantemo, éste no logró buen efecto inhibitorio sobre el hongo B. cinerea. 
 




EtOH: Etanol, DCM: Diclorometano, N-Hex: N-Hexano 
Figura 22. Bioensayo en placa de 96 pozos extractos para C. morifolium 
 
Como se nota en la figura 22, se percibe coloración café, por lo tanto crecimiento 
evidente del patógeno en todos los extractos de Chrysanthemum desde la 
concentración más alta evaluada 250 mg/L.  
 
A pesar de que existen estudios que revelan importantes actividades biológicas 
de Chrysanthemum (Beninger and Hall, 2005;Shunying et al., 2005;Ben Sassi et 
al., 2008) inclusive estudios de la actividad antifúngica del aceite esencial de 
especies de  Chrysanthemum sobre varios patógenos importantes en agricultura, 
en este ensayo no tuvo  ningún efecto inhibitorio sobre Botrytis cinerea. 
 
En el Anexo 1, se muestran los datos de absorbancia para el bioensayo de los 
extractos de C. morifolium sobre B. cinerea. 
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6.3.3 Nicotiana tabacum 
Con los extractos de tabaco sucedió algo similar que con los de crisantemo, se 
nota crecimiento del hongo a partir de la concentración más alta evaluada (250 
mg/L) 
 
Figura 23. Bioensayo en placa de 96 pozos extractos para N. tabacum 
 
Con la imagen de la figura 23, se puede ver el crecimiento del hongo en todos 
los pozos evaluados, por el desarrollo de coloración parda a café. 
 
Al igual que con los bioensayos anteriores, se midió la densidad óptica a los 7 
días, para realizar el análisis cuantitativo de los datos, en el Anexo 2, se 
muestran los resultados de absorbancia. 
6.3.4 Análisis ANOVA 
Los datos de absorbancia siguen una distribución normal, con estos se realizó 
análisis ANOVA Multifactorial, donde la variable dependiente fue la absorbancia 
a 405 nm y los factores a tener en cuenta son la concentración (mg/L) y el tipo 
de extracto. En caso de encontrar diferencias significativas, el test de Tukey HSD 
con una confiabilidad del 95% da indicios de la homogeneidad o diferencia de 
los datos. 




Para realizar las comparaciones múltiples, definiremos las hipótesis 
 
H0: Las medias son iguales 
H1: Al menos dos medias no son iguales 
 
Tabla 14. Análisis ANOVA de los extractos de Ruta graveolens, Nicotiana 
tabacum y Chrysanthemum morifolium 
Extracto Fuente Suma de Cuadrados Valor-p 
Ruta graveolens 
Concentración 1,58708 0,0000 
Extracto 10,4517 0,0000 
Chrysanthemum morifolium Concentración 1,58708 0,0300 
Extracto 10,4517 0,0000 
Nicotiana tabacum Concentración 1,58708 0,0899 
Extracto 10,4517 0,0000 
  
Con valores p<0,05 se rechaza la hipótesis nula (H0), por lo tanto se comprueba 
que existen diferencias estadísticamente significativas entre el tipo de extracto y 
las concentraciones evaluadas sobre la absorbancia. En caso de encontrar 
diferencias significativas, el test de Tukey HSD con una confiabilidad del 95% Da 
indicios de la homogeneidad o diferencia de los datos. Los análisis completos se 
muestran en el anexo 3. 
 
6.3.4.1 Método 95% Tukey HSD 
Con este test se dedujo que el extracto de diclorometano de Ruta graveolens 
inhibió el crecimiento de B. cinerea en la fase asexual en un 57,5 % como se 
muestra en la figura 24 por lo que se podría considerar como un biocontrolador. 




Figura 24. Efecto de los extractos de R. graveolens sobre el crecimiento asexual 
de B. cinerea en el día 7. 
En la figura 25 se muestra el esquema de interacciones del test de Tukey de  los 
extractos de Ruta graveolens, en ésta se grafican las absorbancias para cada 
concentración; a partir de estos datos se puede calcular la concentración mínima 
inhibitoria.  
 
Figura 25. Gráfico de interacciones de los extractos de R. graveolens 
Un valor menor de absorbancia indica poco desarrollo del microorganismo, por 
lo tanto un efecto inhibitorio sobre B. cinerea. 
El Comité Europeo de pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos (EUCAST) 



























Erika Vanessa Jiménez Posada 
 
57 
del primer pozo cuya absorbancia es inferior al 50 % del control de crecimiento. 
Para este caso control de crecimiento tiene un valor de absorbancia de 1,0209 
que corresponde al 100%, así el 50% sería un valor de 0,5105 de absorbancia. 
El primer pozo que se encuentra por debajo de éste valor para el extracto de 
Ruda-Diclorometano es el de 62,5 mg/L, Ruda-Etanol 125 mg/ y Ruda-Hexano 
250 mg/L. 
 
La actividad del extracto de diclorometano sobre B. cinerea puede atribuirse a la 
presencia diferentes cumarinas, las cuales según la  cromatografía de capa 
delgada realizada, son abundantes en este extracto, y es coherente a los 
bioensayos realizados por Oliva et al. (2003) quien aisló varios compuestos con 
actividad fungicida sobre Botrytis cinerea, 7-metoxicumarina, 8-Metoxipsraleno 
(furanocumarina), 2-[4’-(3’’,4’’-Metilendioxifefil)butil]-4quinolona y 1-metil-2-[6’-
(3’’,4’’-metilendioxifenil)hexil]-4-quinolona cuyas estructuras se muestran en la 
figura 16, y que mostraron porcentajes de inhibición de 60%, 78%, 60%, y 90% 
respectivamente sobre Botrytis cinerea. 
 
También es importante tener en cuenta que este extracto es rico triterpenos y 
esteroles, metabolitos que han demostrado tener actividad fungicida (Castillo et 
al., 2010). 
 
6.4 Cálculo de IC50 Para el Extracto Activo 
Con la absorbancia promedio y el cálculo del logaritmo en base 10 de las 
concentraciones evaluadas, se construyó el gráfico. 
 






7,8 0,7597 0,89 
15,6 0,7285 1,19 
31,25 0,5921 1,49 
62,5 0,4542 1,80 
125 0,0467 2,10 
250 0,0230 2,40 





Figura 26. Regresión lineal, Cálculo de la dosis letal media IC50 del extracto de 
Diclorometano de Ruta graveolens 
Al ser la máxima absorbancia 0,7597, el 50% corresponde a 0,3799, este valor 
es el valor del eje Y, reemplazando en la ecuación de la gráfica, tenemos: 
 
Un valor de Log 10 Concentración= 1,7271, Aplicando antilogaritmo, se tiene que 
IC50= 53,35 mg/L  
 
Así se concluye que el extracto de R. graveolens en diclorometano tiene una 
actividad fungicida buena sobre el hongo B. cinerea, aislado de la mora de 
castilla (Rubus glaucus Benth), Como se dijo en la discusión de los resultados 
de actividad biológica, los principales compuestos fungicida son posiblemente 
los más abundantes en este extracto; cumarinas, triterpenos, esteroides y 
flavonoides.  
  
Absorbancia = 1,30747 - 0,537056*Log 10 Concentración
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6.5 Análisis ANOVA por tipo de extracto de acuerdo a la polaridad 
Los análisis se hicieron de acuerdo al solvente utilizado, se agruparon los 
extractos de las tres plantas de hexano, diclorometano y etanol, el análisis 
completo se muestra en el anexo 4. 
6.5.1 Extractos de diclorometano 
Tabla 16. Análisis de Varianza para Absorbancia  






 A:Concentración 1,32844 0,0000 
 B:Extractos 2,87504 0,0000 
 
Los valores p prueban la significancia estadística de cada uno de los factores.  
Puesto que 3 valores P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto 
estadísticamente significativo sobre Absorbancia con un 95,0% de nivel de 
confianza. 
 
Este análisis confirma la coherencia de los resultados mostrados anteriormente, 
en donde el mejor extracto con efecto inhibitorio es la Ruda en este solvente. 
 
Tabla 17. Pruebas de Múltiple Rangos para Absorbancia por Extractos en 
Diclorometano 
 
Extractos Casos Media Grupos Homogéneos 
Ruda-DCM 36 0,434042 a 
Tabaco-DCM 36 0,700228 b 
Crys-DCM 36 0,825306 C 
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 
 
Las letras diferentes, indican que hay diferencias estadísticamente significativas 
entre cada planta. 




Figura 27. Efecto de los extractos de Ruta graveolens, Nicotiana tabacum y 
Crysanthemun morifolium  sobre el crecimiento asexual de B. cinerea en el día 
7. 
 
Figura 28. Gráfica de interacciones de los extractos en diclorometano de R. 
graveolens, N. tabacum y C. morifolium de acuerdo a su concentración 
Con las gráficas 31 y 32 se puede concluir que el mejor extracto evaluado es del 
Ruda en diclorometano, que presenta los valores de absorbancia más bajos 
(mayor inhibición sobre B. cinerea). En la gráfica de medias, y en la de 
interacción es la línea posicionada en la parte más inferior, lo que también 
respalda los resultados obtenidos. 
 
Además si se miran los resultados de perfil cromatográfico de la tabla 12, este 
extracto de Ruda es el más rico en metabolitos secundarios, por lo que tendrá 





























 El uso de ultrasonido es una técnica de extracción eficiente para la 
obtención de extractos vegetales. 
 
 Se comprobó la presencia de los grupos de metabolitos secundarios 
reportados en la literatura para los extractos de Ruta graveolens, 
Chrysanthemum morifolium y Nicotiana tabacum. 
 
 El extracto de R. graveolens tuvo la mayor acción contra B. cinerea 
mostrando una inhibición del 57,5% en la germinación de conidias, con 
CIM de 62,5 mg/L e IC50 53,35 mg/L, puede servir como coadyuvante en 
el control de la enfermedad moho gris. 
 
 Los extractos vegetales sirven como insumo para el desarrollo de 
productos agroindustriales como fungicidas, que generen menos impacto 
ambiental. 
  





 Para realizar actividad antifúngica en microplacas de 96 pozos, adaptar el 
proceso para que se cometa el menor error sistemático posible, ya sea 
con la utilización de micropipetas multicanal o con la optimización en el 
diseño de la placa. 
 
 Dado que no existen puntos de corte de cepas fitopatógenicos, sería 
interesante colectar una base de datos con estos valores y adaptarlos a 
las metodologías internacionales del CLSI y EUCAST. 
 
 Elaborar un biopreparado con el extracto de diclorometano de hojas de 
ruda para determinar la actividad antifúngica inicialmente “in situ” en 
procesos post cosecha como el almacenamiento con miras de evaluar el 
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Anexo 1. Absorbancia a 405 nm de Crysanthemum morifolium sobre B. cinerea 
EXTRACTO Crys-EtOH Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,4932 0,6274 0,425 0,4288 0,4355 0,7837 
0,5226 0,4595 0,7198 0,4262 1,1718 0,7377 
0,4537 0,3516 0,6098 0,5574 0,5696 0,6427 
Controles CC: 0,9713 CI: 0,2400 
BIOENSAYO 2 1,0277 0,898 1,0217 1,1437 1,1459 0,6284 
0,9297 0,6376 0,4776 1,0374 0,564 0,8708 
0,4797 0,9934 0,6278 0,4137 0,7277 0,697 
Controles CC: 1,0615 CI: 0,2007 
EXTRACTO Crys-DCM Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,7297 0,6317 0,7035 0,5806 0,7825 0,6609 
0,7984 0,7774 0,6627 0,6198 0,8033 0,7704 
0,6619 0,5938 0,6263 0,4587 0,7715 0,7212 
Controles CC: 0,8275 CI: 0,2309 
BIOENSAYO 2 1,002 0,9494 0,9309 0,8509 1,2312 1,1265 
0,9184 1,1473 1,1129 0,9091 1,0633 1,0436 
0,9808 0,7622 0,8242 0,7729 0,811 0,9201 
Controles CC: 1,0248 CI: 0,1949 
EXTRACTO Crys-N-Hexano Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,5965 0,2927 0,6252 0,6345 0,5862 0,6189 
0,5007 0,2902 0,6508 0,6978 0,8283 0,6189 
0,5724 0,3078 0,2263 0,495 0,6894 0,5696 
Controles CC:0,8145  CI: 0,2080 
BIOENSAYO 2 0,6984 0,3185 0,6243 0,7047 0,8719 0,9798 
0,5372 0,4146 0,5439 0,9362 0,9899 0,7128 
0,4502 0,4871 0,0525 1,1494 1,0228 1,239 
Controles CC: 0,9722 CI: 0,1919 
 
 
Anexo 2. Absorbancia a 405 nm de Nicotiana tabacum sobre B. cinerea 
EXTRACTO Tabaco-EtOH Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,4066 0,9082 0,5458 0,8201 0,5048 0,4268 
0,4378 0,7681 0,4366 0,5458 0,8226 0,4299 
0,1772 0,2426 0,5346 0,3581 0,8311 0,5547 
Controles CC: 0,7575 CI: 0,2730 
BIOENSAYO 2 0,4271 0,8887 0,8831 0,8771 0,9114 0,696 
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0,3873 0,2914 0,6369 0,6359 0,7749 0,5683 
0,6128 0,5695 0,8539 0,4623 0,78 0,5829 
Controles CC: 0,6396 CI: 0,2248 
EXTRACTO Tabaco-DCM Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,5205 0,7037 0,4662 0,6317 0,5764 0,6413 
0,6576 0,5605 0,8181 0,4331 0,6828 0,6818 
0,8089 0,4707 0,7904 0,5458 0,6514 0,4914 
Controles CC: 0,7272 CI: 0,2318 
BIOENSAYO 2 0,6093 0,8308 0,9738 0,7617 0,4695 0,9156 
1,0542 0,587 0,9887 0,5829 0,8141 0,9786 
0,7037 0,9865 0,9666 0,5679 0,8196 1,0258 
Controles CC: 1,3480 CI: 0,1882 
EXTRACTO Tabaco-N-Hexano Concentraciones  PPM 
250 125 62,5 31,25 15,6 7,8 
Absorbancias BIOENSAYO 1 0,4627 0,4329 0,6089 0,5473 0,7435 0,5797 
0,4789 0,3728 0,4252 0,4070 0,5681 0,6216 
0,4895 0,9156 0,4412 0,6249 0,5084 0,7096 
Controles CC: 0,7591 CI: 0,3016 
BIOENSAYO 2 0,3290 0,8583 0,8796 0,9030 0,8738 0,9985 
0,5049 0,7760 0,5360 0,9913 1,3784 0,9646 
0,9036 0,5847 0,4406 0,7513 0,6307 0,9385 




Anexo 3. Análisis ANOVA y test TUKEY HSD en STAT GRAPHICS Centurion 
XVII  
Extracto de Ruta graveolens 
Variable dependiente: ABSORBANCIA (405 nm) 
Factores:  
CONCENTRACIÓN (mg/L) 
EXTRACTO (Ruta graveolens) 
 
Número de casos completos: 180 
 
Este procedimiento ejecuta un análisis de varianza de varios factores para 
ABSORBANCIA.  Realiza varias pruebas y gráficas para determinar qué factores 
tienen un efecto estadísticamente significativo sobre ABSORBANCIA.  También 
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evalúa la significancia de las interacciones entre los factores, si es que hay 
suficientes datos.  Las pruebas-F en la tabla ANOVA le permitirán identificar los 
factores significativos.  Para cada factor significativo, las Pruebas de Rangos 
Múltiples le dirán cuales medias son significativamente diferentes de otras.  La 
Gráfico de Medias y la Gráfica de Interacciones le ayudarán a interpretar los 
efectos significativos.  Los Gráficos de Residuos le ayudarán a juzgar si los datos 
han violado los supuestos subyacentes al análisis de varianza. 
 
Análisis de Varianza para ABSORBANCIA - Suma de Cuadrados Tipo III 







     
 A:CONCENTRACIÓN 2,65034 5 0,530068 17,66 0,0000 
 B:EXTRACTO 11,5838 4 2,89594 96,48 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 3,32137 20 0,166068 5,53 0,0000 
RESIDUOS 4,50246 150 0,0300164   
TOTAL (CORREGIDO) 22,0579 179    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
La tabla ANOVA descompone la variabilidad de ABSORBANCIA en 
contribuciones debidas a varios factores.  Puesto que se ha escogido la suma de 
cuadrados Tipo III (por omisión), la contribución de cada factor se mide 
eliminando los efectos de los demás factores.  Los valores-P prueban la 
significancia estadística de cada uno de los factores.  Puesto que 3 valores-P 
son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadísticamente 
significativo sobre ABSORBANCIA con un 95,0% de nivel de confianza.   
 
Tabla de Medias por Mínimos Cuadrados para ABSORBANCIA con intervalos 
de confianza del 95,0% 
   Error Límite Límite 
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior 
MEDIA GLOBAL 180 0,583786    
CONCENTRACIÓN      
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7,8 30 0,716977 0,0316314 0,654476 0,779477 
15,6 30 0,66361 0,0316314 0,601109 0,726111 
31,25 30 0,671893 0,0316314 0,609393 0,734394 
62,5 30 0,602243 0,0316314 0,539743 0,664744 
125 30 0,47431 0,0316314 0,411809 0,536811 
250 30 0,37368 0,0316314 0,311179 0,436181 
EXTRACTO      
CC 36 1,0209 0,0288754 0,963845 1,07796 
CI 36 0,2592 0,0288754 0,202145 0,316255 
Ruda-DCM 36 0,434042 0,0288754 0,376986 0,491097 
Ruda-EtOH 36 0,635792 0,0288754 0,578736 0,692847 
Ruda-Hex 36 0,568994 0,0288754 0,511939 0,62605 
CONCENTRACIÓN por EXTRACTO      
7,8,CC 6 1,0209 0,07073 0,881144 1,16066 
7,8,CI 6 0,2592 0,07073 0,119444 0,398956 
7,8,Ruda-DCM 6 0,759683 0,07073 0,619927 0,899439 
7,8,Ruda-EtOH 6 0,77865 0,07073 0,638894 0,918406 
7,8,Ruda-Hex 6 0,76645 0,07073 0,626694 0,906206 
15,6,CC 6 1,0209 0,07073 0,881144 1,16066 
15,6,CI 6 0,2592 0,07073 0,119444 0,398956 
15,6,Ruda-DCM 6 0,728533 0,07073 0,588777 0,868289 
15,6,Ruda-EtOH 6 0,622367 0,07073 0,482611 0,762123 
15,6,Ruda-Hex 6 0,68705 0,07073 0,547294 0,826806 
31,25,CC 6 1,0209 0,07073 0,881144 1,16066 
31,25,CI 6 0,2592 0,07073 0,119444 0,398956 
31,25,Ruda-DCM 6 0,5921 0,07073 0,452344 0,731856 
31,25,Ruda-EtOH 6 0,861533 0,07073 0,721777 1,00129 
31,25,Ruda-Hex 6 0,625733 0,07073 0,485977 0,765489 
62,5,CC 6 1,0209 0,07073 0,881144 1,16066 
62,5,CI 6 0,2592 0,07073 0,119444 0,398956 
62,5,Ruda-DCM 6 0,454217 0,07073 0,314461 0,593973 
62,5,Ruda-EtOH 6 0,564483 0,07073 0,424727 0,704239 
62,5,Ruda-Hex 6 0,712417 0,07073 0,572661 0,852173 
125,CC 6 1,0209 0,07073 0,881144 1,16066 
125,CI 6 0,2592 0,07073 0,119444 0,398956 
125,Ruda-DCM 6 0,0467 0,07073 -0,0930561 0,186456 
125,Ruda-EtOH 6 0,477633 0,07073 0,337877 0,617389 
125,Ruda-Hex 6 0,567117 0,07073 0,427361 0,706873 
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250,CC 6 1,0209 0,07073 0,881144 1,16066 
250,CI 6 0,2592 0,07073 0,119444 0,398956 
250,Ruda-DCM 6 0,0230167 0,07073 -0,116739 0,162773 
250,Ruda-EtOH 6 0,510083 0,07073 0,370327 0,649839 
250,Ruda-Hex 6 0,0552 0,07073 -0,0845561 0,194956 
 
Esta tabla muestra la media de ABSORBANCIA para cada uno de los niveles de 
los factores.  También muestra los errores estándar de cada media, los cuales 
son una medida de la variabilidad en su muestreo.  Las dos columnas de la 
extrema derecha muestran intervalos de confianza del 95,0% para cada una de 
las medias.  Pueden desplegarse estas medias e intervalos seleccionado Gráfico 
de Medias de la lista de Opciones Gráficas. 
 
Pruebas de Múltiple Rangos para ABSORBANCIA por EXTRACTO 
 
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 
EXTRACTO Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos 
CI 36 0,2592 0,0288754 X 
Ruda-DCM 36 0,434042 0,0288754  X 
Ruda-Hex 36 0,568994 0,0288754   X 
Ruda-EtOH 36 0,635792 0,0288754   X 
CC 36 1,0209 0,0288754    X 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
CC - CI  * 0,7617 0,113003 
CC - Ruda-DCM  * 0,586858 0,113003 
CC - Ruda-EtOH  * 0,385108 0,113003 
CC - Ruda-Hex  * 0,451906 0,113003 
CI - Ruda-DCM  * -0,174842 0,113003 
CI - Ruda-EtOH  * -0,376592 0,113003 
CI - Ruda-Hex  * -0,309794 0,113003 
Ruda-DCM - Ruda-
EtOH 
 * -0,20175 0,113003 
Ruda-DCM - Ruda-Hex  * -0,134953 0,113003 
Ruda-EtOH - Ruda-Hex  0,0667972 0,113003 
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* indica una diferencia significativa. 
 
Esta tabla aplica un procedimiento de comparación múltiple para determinar 
cuáles medias son significativamente diferentes de otras.  La mitad inferior de la 
salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias.  El asterisco 
que se encuentra al lado de los 9 pares indica que estos pares muestran 
diferencias estadísticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.  
En la parte superior de la página, se han identificado 4 grupos homogéneos 
según la alineación de las X's en columnas.  No existen diferencias 
estadísticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma 
columna de X's.  El método empleado actualmente para discriminar entre las 
medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de 
Tukey.  Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que uno o más pares 
son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0. 
 
 
Figura. Efecto de los extractos de R. graveolens sobre el crecimiento asexual de 
B. cinerea en el día 7.  
 
Los resultados de la prueba de Tukey HSD, representados en la figura 22, 
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de conidios de B. cinerea en un 57,5%, por lo que se podría considerar este 
extracto como un biocontrolador. 
 
 
Figura. Gráfico de interacciones de los extractos de R. graveolens 
 
Extracto de Crysanthemun morifolium 
Variable dependiente: ABSORBANCIA (405 nm) 
Factores:  
CONCENTRACIÓN (mg/L) 
EXTRACTO (Crysanthemun morifolium) 
 
Número de casos completos: 180 
 
Análisis de Varianza para Absorbancia 405 nm - Suma de Cuadrados Tipo III 







     
 A:Concentración PPM 0,352497 5 0,0704995 2,51 0,0323 
 B:Extractos 9,11764 4 2,27941 81,25 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 0,740617 20 0,0370308 1,32 0,1746 
RESIDUOS 4,20806 150 0,0280537   
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Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Tabla de Medias por Mínimos Cuadrados para Absorbancia 405 nm con 
intervalos de confianza del 95,0% 
   Error Límite Límite 
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior 
MEDIA GLOBAL 180 0,634442    
Concentración PPM      
7,8 30 0,680647 0,0305798 0,620224 0,74107 
15,6 30 0,704773 0,0305798 0,64435 0,765196 
31,25 30 0,629807 0,0305798 0,569384 0,69023 
62,5 30 0,584753 0,0305798 0,52433 0,645176 
125 30 0,592317 0,0305798 0,531894 0,65274 
250 30 0,614353 0,0305798 0,55393 0,674776 
Extractos      
CC 36 0,8074 0,0279154 0,752242 0,862558 
CI 36 0,2055 0,0279154 0,150342 0,260658 
Crys-DCM 36 0,825306 0,0279154 0,770147 0,880464 
Crys-EtOH 36 0,687161 0,0279154 0,632003 0,742319 
Crys-Hex 36 0,646842 0,0279154 0,591683 0,702 
Concentración PPM por 
Extractos 
     
7,8,CC 6 0,8074 0,0683785 0,67229 0,94251 
7,8,CI 6 0,2055 0,0683785 0,0703902 0,34061 
7,8,Crys-DCM 6 0,873783 0,0683785 0,738674 1,00889 
7,8,Crys-EtOH 6 0,726717 0,0683785 0,591607 0,861826 
7,8,Crys-Hex 6 0,789833 0,0683785 0,654724 0,924943 
15,6,CC 6 0,8074 0,0683785 0,67229 0,94251 
15,6,CI 6 0,2055 0,0683785 0,0703902 0,34061 
15,6,Crys-DCM 6 0,910467 0,0683785 0,775357 1,04558 
15,6,Crys-EtOH 6 0,769083 0,0683785 0,633974 0,904193 
15,6,Crys-Hex 6 0,831417 0,0683785 0,696307 0,966526 
31,25,CC 6 0,8074 0,0683785 0,67229 0,94251 
31,25,CI 6 0,2055 0,0683785 0,0703902 0,34061 
31,25,Crys-DCM 6 0,698667 0,0683785 0,563557 0,833776 
31,25,Crys-EtOH 6 0,667867 0,0683785 0,532757 0,802976 
31,25,Crys-Hex 6 0,7696 0,0683785 0,63449 0,90471 
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62,5,CC 6 0,8074 0,0683785 0,67229 0,94251 
62,5,CI 6 0,2055 0,0683785 0,0703902 0,34061 
62,5,Crys-DCM 6 0,810083 0,0683785 0,674974 0,945193 
62,5,Crys-EtOH 6 0,64695 0,0683785 0,51184 0,78206 
62,5,Crys-Hex 6 0,453833 0,0683785 0,318724 0,588943 
125,CC 6 0,8074 0,0683785 0,67229 0,94251 
125,CI 6 0,2055 0,0683785 0,0703902 0,34061 
125,Crys-DCM 6 0,8103 0,0683785 0,67519 0,94541 
125,Crys-EtOH 6 0,66125 0,0683785 0,52614 0,79636 
125,Crys-Hex 6 0,477133 0,0683785 0,342024 0,612243 
250,CC 6 0,8074 0,0683785 0,67229 0,94251 
250,CI 6 0,2055 0,0683785 0,0703902 0,34061 
250,Crys-DCM 6 0,848533 0,0683785 0,713424 0,983643 
250,Crys-EtOH 6 0,6511 0,0683785 0,51599 0,78621 
250,Crys-Hex 6 0,559233 0,0683785 0,424124 0,694343 
 
Pruebas de Múltiple Rangos para Absorbancia 405 nm por Concentración PPM 
 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
Concentración 
PPM 
Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos 
62,5 30 0,584753 0,0305798 X 
125 30 0,592317 0,0305798 X 
250 30 0,614353 0,0305798 XX 
31,25 30 0,629807 0,0305798 XXX 
7,8 30 0,680647 0,0305798  XX 
15,6 30 0,704773 0,0305798   X 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
7,8 - 15,6  -0,0241267 0,0854509 
7,8 - 31,25  0,05084 0,0854509 
7,8 - 62,5  * 0,0958933 0,0854509 
7,8 - 125  * 0,08833 0,0854509 
7,8 - 250  0,0662933 0,0854509 
15,6 - 31,25  0,0749667 0,0854509 
15,6 - 62,5  * 0,12002 0,0854509 
15,6 - 125  * 0,112457 0,0854509 
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15,6 - 250  * 0,09042 0,0854509 
31,25 - 62,5  0,0450533 0,0854509 
31,25 - 125  0,03749 0,0854509 
31,25 - 250  0,0154533 0,0854509 
62,5 - 125  -0,00756333 0,0854509 
62,5 - 250  -0,0296 0,0854509 
125 - 250  -0,0220367 0,0854509 




Figura. Efecto de los extractos de C. morifolium sobre el crecimiento asexual de 
B. cinerea en el día 7 
 
Los resultados de la prueba de Tukey HSD, representados en la figura 22, 
indican que el extracto de C. morifolium  en Etanol y Hexano trataron de inhibir 
parte del crecimiento, pero realmente en muy pequeñas proporciones de 14,89% 

















































Figura. Gráfico de interacciones de los extractos de C. morifolium 
 
El control de crecimiento del 100% tiene  un valor de 0,8074, por lo que el 50% 
es 0,4037. Para este caso no hay ningún extracto que tenga una concentración 
mínima inhibitoria sobre B. cinerea, debido a que el valor más bajo de OD es el 
extracto de N-Hexano a una concentración de 62,5 mg/L y  0,4583 de 
absorbancia. 
Inclusive se puede ver un efecto levemente estimulante sobre B. cinerea en los 
extractos de diclorometano y hexano, que hacen que el microorganismo tienda 
a crecer más que el control, aunque puede deberse también a crecimiento 
residual (Cantón Lacasa et al., 2007) 
 
Extracto de Nicotiana tabacum 
Variable dependiente: ABSORBANCIA (405 nm) 
Factores:  
CONCENTRACIÓN (mg/L) 
EXTRACTO (Nicotiana tabacum) 
 
Número de casos completos: 180 
 
Análisis de Varianza para Absorbancia - Suma de Cuadrados Tipo III 







































     
 A:Concentración 0,240636 5 0,0481272 1,95 0,0899 
 B:Extracto 7,5886 4 1,89715 76,73 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 0,854953 20 0,0427476 1,73 0,0344 
RESIDUOS 3,70883 150 0,0247256   
TOTAL (CORREGIDO) 12,393 179    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Tabla de Medias por Mínimos Cuadrados para Absorbancia con intervalos de 
confianza del 95,0% 
   Error Límite Límite 
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior 
MEDIA GLOBAL 180 0,607272    
Concentración      
7,8 30 0,639793 0,0287086 0,583068 0,696519 
15,6 30 0,647657 0,0287086 0,590931 0,704382 
31,25 30 0,594513 0,0287086 0,537788 0,651239 
62,5 30 0,62048 0,0287086 0,563754 0,677206 
125 30 0,60454 0,0287086 0,547814 0,661266 
250 30 0,536647 0,0287086 0,479921 0,593372 
Extracto      
CC 36 0,8379 0,0262073 0,786117 0,889683 
CI 36 0,2268 0,0262073 0,175017 0,278583 
Tabaco-DCM 36 0,700228 0,0262073 0,648445 0,752011 
Tabaco-EtOH 36 0,599747 0,0262073 0,547964 0,65153 
Tabaco-Hex 36 0,671683 0,0262073 0,6199 0,723467 
Concentración por 
Extracto 
     
7,8,CC 6 0,8379 0,0641944 0,711058 0,964742 
7,8,CI 6 0,2268 0,0641944 0,0999576 0,353642 
7,8,Tabaco-DCM 6 0,789083 0,0641944 0,662241 0,915926 
7,8,Tabaco-EtOH 6 0,5431 0,0641944 0,416258 0,669942 
7,8,Tabaco-Hex 6 0,802083 0,0641944 0,675241 0,928926 
15,6,CC 6 0,8379 0,0641944 0,711058 0,964742 
15,6,CI 6 0,2268 0,0641944 0,0999576 0,353642 
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15,6,Tabaco-DCM 6 0,618967 0,0641944 0,492124 0,745809 
15,6,Tabaco-EtOH 6 0,7708 0,0641944 0,643958 0,897642 
15,6,Tabaco-Hex 6 0,783817 0,0641944 0,656974 0,910659 
31,25,CC 6 0,8379 0,0641944 0,711058 0,964742 
31,25,CI 6 0,2268 0,0641944 0,0999576 0,353642 
31,25,Tabaco-DCM 6 0,587183 0,0641944 0,460341 0,714026 
31,25,Tabaco-EtOH 6 0,61655 0,0641944 0,489708 0,743392 
31,25,Tabaco-Hex 6 0,704133 0,0641944 0,577291 0,830976 
62,5,CC 6 0,8379 0,0641944 0,711058 0,964742 
62,5,CI 6 0,2268 0,0641944 0,0999576 0,353642 
62,5,Tabaco-DCM 6 0,833967 0,0641944 0,707124 0,960809 
62,5,Tabaco-EtOH 6 0,648483 0,0641944 0,521641 0,775326 
62,5,Tabaco-Hex 6 0,55525 0,0641944 0,428408 0,682092 
125,CC 6 0,8379 0,0641944 0,711058 0,964742 
125,CI 6 0,2268 0,0641944 0,0999576 0,353642 
125,Tabaco-DCM 6 0,689867 0,0641944 0,563024 0,816709 
125,Tabaco-EtOH 6 0,611417 0,0641944 0,484574 0,738259 
125,Tabaco-Hex 6 0,656717 0,0641944 0,529874 0,783559 
250,CC 6 0,8379 0,0641944 0,711058 0,964742 
250,CI 6 0,2268 0,0641944 0,0999576 0,353642 
250,Tabaco-DCM 6 0,6823 0,0641944 0,555458 0,809142 
250,Tabaco-EtOH 6 0,408133 0,0641944 0,281291 0,534976 
250,Tabaco-Hex 6 0,5281 0,0641944 0,401258 0,654942 
 
Pruebas de Múltiple Rangos para Absorbancia por Extracto 
 
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 
Extracto Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos 
CI 36 0,2268 0,0262073 X 
Tabaco-EtOH 36 0,599747 0,0262073  X 
Tabaco-Hex 36 0,671683 0,0262073  X 
Tabaco-DCM 36 0,700228 0,0262073  X 
CC 36 0,8379 0,0262073   X 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
CC - CI  * 0,6111 0,102561 
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CC - Tabaco-DCM  * 0,137672 0,102561 
CC - Tabaco-EtOH  * 0,238153 0,102561 
CC - Tabaco-Hex  * 0,166217 0,102561 
CI - Tabaco-DCM  * -0,473428 0,102561 
CI - Tabaco-EtOH  * -0,372947 0,102561 
CI - Tabaco-Hex  * -0,444883 0,102561 
Tabaco-DCM - Tabaco-
EtOH 
 0,100481 0,102561 
Tabaco-DCM - Tabaco-Hex  0,0285444 0,102561 
Tabaco-EtOH - Tabaco-Hex  -0,0719361 0,102561 
* indica una diferencia significativa. 
 
 
Figura. Efecto de los extractos de N. tabacum sobre el crecimiento asexual de 
B. cinerea en el día 7 
Con el gráfico de medias de la prueba de Tukey HSD, se nota claramente que 
los 3 extractos logran una pequeña acción inhibitoria sobre el crecimiento de B. 
cinerea de 16,44%, 28,42% y 19,83% para los extractos en diclorometano, 




















































Figura. Gráfica de interacciones de los extractos de N. tabacum con sus 
concentraciones. 
Al analizar la gráfica de interacciones es fácil evidenciar los resultados obtenidos 
por la prueba de  múltiples rangos usada para diferencias, aquí se nota que 
ninguno de los tres tipos de extractos difiere en cuanto a su acción frente al 
patógeno. 
  
La CMI, no se puede determinar, porque la OD más baja es la del extracto de 
tabaco en etanol con un valor de 0,5997, y se requiere un valor que esté por 
debajo de 0,4190 (50%). 
 
Con el extracto de tabaco, realmente se esperaba una buena actividad inhibitoria 
en la formación de tubos germinativos de B. cinerea, debido a que ésta planta 
presenta actividad antifúngica sobre otros hongos filamentosos como Fusarium 
oxysporum  que se inhibe en un 60% al usar extracto acuso de Nicotiana 
tabacum al 80%, y de Fusarium solani en un 70% usando extracto etanólico de 
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Anexo 4 Análisis Anova por tipo de extracto 
Extractos de Etanol 
Variable dependiente: Absorbancia (405 nm) 
Factores:  
        Concentración (mg/L) 
        Extractos (Hexano) 
 
Número de casos completos: 108 
 
Análisis de Varianza para Absorbancia - Suma de Cuadrados Tipo III 







     
 A:Concentración 0,563171 5 0,112634 2,18 0,0636 
 B:Extractos Etanólicos 0,138951 2 0,0694753 1,34 0,2663 
INTERACCIONES      
 AB 0,646813 10 0,0646813 1,25 0,2710 
RESIDUOS 4,65689 90 0,0517432   
TOTAL (CORREGIDO) 6,00582 107    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Absorbancia en contribuciones 
debidas a varios factores.  Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados 
Tipo III (por omisión), la contribución de cada factor se mide eliminando los 
efectos de los demás factores.  Los valores-P prueban la significancia estadística 
de cada uno de los factores.  Puesto que ningún valor-P es menor que 0,05, 
ninguno de los factores ó interacciones tiene un efecto estadísticamente 
significativo sobre Absorbancia con un 95,0% de nivel de confianza.   
 
Tabla de Medias por Mínimos Cuadrados para Absorbancia con intervalos de 
confianza del 95,0% 
   Error Límite Límite 
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior 
MEDIA GLOBAL 108 0,6409    
Concentración      
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7,8 18 0,682822 0,0536155 0,576305 0,789339 
15,6 18 0,72075 0,0536155 0,614233 0,827267 
31,25 18 0,715317 0,0536155 0,6088 0,821833 
62,5 18 0,619972 0,0536155 0,513455 0,726489 
125 18 0,583433 0,0536155 0,476917 0,68995 
250 18 0,523106 0,0536155 0,416589 0,629622 
Extractos Etanólicos      
Crys-EtOH 36 0,687161 0,0379119 0,611842 0,76248 
Ruda-EtOH 36 0,635792 0,0379119 0,560473 0,71111 
Tabaco-EtOH 36 0,599747 0,0379119 0,524429 0,675066 
Concentración por Extractos 
Etanólicos 
     
7,8,Crys-EtOH 6 0,726717 0,0928648 0,542224 0,911209 
7,8,Ruda-EtOH 6 0,77865 0,0928648 0,594158 0,963142 
7,8,Tabaco-EtOH 6 0,5431 0,0928648 0,358608 0,727592 
15,6,Crys-EtOH 6 0,769083 0,0928648 0,584591 0,953576 
15,6,Ruda-EtOH 6 0,622367 0,0928648 0,437874 0,806859 
15,6,Tabaco-EtOH 6 0,7708 0,0928648 0,586308 0,955292 
31,25,Crys-EtOH 6 0,667867 0,0928648 0,483374 0,852359 
31,25,Ruda-EtOH 6 0,861533 0,0928648 0,677041 1,04603 
31,25,Tabaco-EtOH 6 0,61655 0,0928648 0,432058 0,801042 
62,5,Crys-EtOH 6 0,64695 0,0928648 0,462458 0,831442 
62,5,Ruda-EtOH 6 0,564483 0,0928648 0,379991 0,748976 
62,5,Tabaco-EtOH 6 0,648483 0,0928648 0,463991 0,832976 
125,Crys-EtOH 6 0,66125 0,0928648 0,476758 0,845742 
125,Ruda-EtOH 6 0,477633 0,0928648 0,293141 0,662126 
125,Tabaco-EtOH 6 0,611417 0,0928648 0,426924 0,795909 
250,Crys-EtOH 6 0,6511 0,0928648 0,466608 0,835592 
250,Ruda-EtOH 6 0,510083 0,0928648 0,325591 0,694576 
250,Tabaco-EtOH 6 0,408133 0,0928648 0,223641 0,592626 
 
Pruebas de Múltiple Rangos para Absorbancia por Extractos Etanólicos 
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 
Extractos 
Etanólicos 
Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos 
Tabaco-EtOH 36 0,599747 0,0379119 X 
Ruda-EtOH 36 0,635792 0,0379119 X 
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Crys-EtOH 36 0,687161 0,0379119 X 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Crys-EtOH - Ruda-EtOH  0,0513694 0,127774 
Crys-EtOH - Tabaco-
EtOH 
 0,0874139 0,127774 
Ruda-EtOH - Tabaco-
EtOH 
 0,0360444 0,127774 
* indica una diferencia significativa. 
 
 
Extractos de Diclorometano 
Variable dependiente: Absorbancia (405 nm) 
Factores:  
        Concentración (mg/L) 
        Extractos (Hexano) 
 
Número de casos completos: 108 
 
 
Análisis de Varianza para Absorbancia - Suma de Cuadrados Tipo III 







     
 A:Concentración 1,32844 5 0,265689 7,61 0,0000 
 B:Extractos 2,87504 2 1,43752 41,18 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 2,32772 10 0,232772 6,67 0,0000 
RESIDUOS 3,14172 90 0,0349079   
TOTAL (CORREGIDO) 9,67293 107    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
Tabla de Medias por Mínimos Cuadrados para Absorbancia con intervalos de 
confianza del 95,0% 
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   Error Límite Límite 
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior 
MEDIA GLOBAL 108 0,653192    
Concentración      
7,8 18 0,807517 0,0440378 0,720028 0,895006 
15,6 18 0,752656 0,0440378 0,665167 0,840145 
31,25 18 0,625983 0,0440378 0,538494 0,713472 
62,5 18 0,699422 0,0440378 0,611933 0,786911 
125 18 0,515622 0,0440378 0,428133 0,603111 
250 18 0,51795 0,0440378 0,430461 0,605439 
Extractos      
Crys-DCM 36 0,825306 0,0311394 0,763441 0,88717 
Ruda-DCM 36 0,434042 0,0311394 0,372178 0,495906 
Tabaco-DCM 36 0,700228 0,0311394 0,638364 0,762092 
Concentración por 
Extractos 
     
7,8,Crys-DCM 6 0,873783 0,0762758 0,722248 1,02532 
7,8,Ruda-DCM 6 0,759683 0,0762758 0,608148 0,911219 
7,8,Tabaco-DCM 6 0,789083 0,0762758 0,637548 0,940619 
15,6,Crys-DCM 6 0,910467 0,0762758 0,758931 1,062 
15,6,Ruda-DCM 6 0,728533 0,0762758 0,576998 0,880069 
15,6,Tabaco-DCM 6 0,618967 0,0762758 0,467431 0,770502 
31,25,Crys-DCM 6 0,698667 0,0762758 0,547131 0,850202 
31,25,Ruda-DCM 6 0,5921 0,0762758 0,440565 0,743635 
31,25,Tabaco-DCM 6 0,587183 0,0762758 0,435648 0,738719 
62,5,Crys-DCM 6 0,810083 0,0762758 0,658548 0,961619 
62,5,Ruda-DCM 6 0,454217 0,0762758 0,302681 0,605752 
62,5,Tabaco-DCM 6 0,833967 0,0762758 0,682431 0,985502 
125,Crys-DCM 6 0,8103 0,0762758 0,658765 0,961835 
125,Ruda-DCM 6 0,0467 0,0762758 -0,104835 0,198235 
125,Tabaco-DCM 6 0,689867 0,0762758 0,538331 0,841402 
250,Crys-DCM 6 0,848533 0,0762758 0,696998 1,00007 
250,Ruda-DCM 6 0,0230167 0,0762758 -0,128519 0,174552 
250,Tabaco-DCM 6 0,6823 0,0762758 0,530765 0,833835 
 
Pruebas de Múltiple Rangos para Absorbancia por Extractos 
 
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 
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Extractos Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos 
Ruda-DCM 36 0,434042 0,0311394 X 
Tabaco-DCM 36 0,700228 0,0311394  X 
Crys-DCM 36 0,825306 0,0311394   X 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Crys-DCM - Ruda-DCM  * 0,391264 0,104949 
Crys-DCM - Tabaco-DCM  * 0,125078 0,104949 
Ruda-DCM - Tabaco-
DCM 
 * -0,266186 0,104949 
* indica una diferencia significativa. 
 
 
Extractos de Hexano 
Variable dependiente: Absorbancia (405 nm) 
Factores:  
        Concentración (mg/L) 
        Extractos (Hexano) 
 
Número de casos completos: 108 
 
 
Análisis de Varianza para Absorbancia - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:Concentración 2,11203 5 0,422407 8,23 0,0000 
 B:Extractos 0,206668 2 0,103334 2,01 0,1396 
INTERACCIONES      
 AB 1,18223 10 0,118223 2,30 0,0185 
RESIDUOS 4,62075 90 0,0513417   
TOTAL (CORREGIDO) 8,12168 107    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Absorbancia en contribuciones 
debidas a varios factores.  Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados 
Tipo III (por omisión), la contribución de cada factor se mide eliminando los 
efectos de los demás factores.  Los valores-P prueban la significancia estadística 
de cada uno de los factores.  Puesto que 2 valores-P son menores que 0,05, 
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estos factores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre Absorbancia 
con un 95,0% de nivel de confianza.   
Tabla de Medias por Mínimos Cuadrados para Absorbancia con intervalos de 
confianza del 95,0% 
   Error Límite Límite 
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior 
MEDIA GLOBAL 108 0,629173    
Concentración      
7,8 18 0,786122 0,0534071 0,68002 0,892225 
15,6 18 0,767428 0,0534071 0,661325 0,87353 
31,25 18 0,699822 0,0534071 0,59372 0,805925 
62,5 18 0,573833 0,0534071 0,467731 0,679936 
125 18 0,566989 0,0534071 0,460886 0,673092 
250 18 0,380844 0,0534071 0,274742 0,486947 
Extractos      
Crys-Hex 36 0,646842 0,0377645 0,571816 0,721868 
Ruda-Hex 36 0,568994 0,0377645 0,493969 0,64402 
Tabaco-Hex 36 0,671683 0,0377645 0,596657 0,746709 
Concentración por 
Extractos 
     
7,8,Crys-Hex 6 0,789833 0,0925038 0,606058 0,973609 
7,8,Ruda-Hex 6 0,76645 0,0925038 0,582675 0,950225 
7,8,Tabaco-Hex 6 0,802083 0,0925038 0,618308 0,985859 
15,6,Crys-Hex 6 0,831417 0,0925038 0,647641 1,01519 
15,6,Ruda-Hex 6 0,68705 0,0925038 0,503275 0,870825 
15,6,Tabaco-Hex 6 0,783817 0,0925038 0,600041 0,967592 
31,25,Crys-Hex 6 0,7696 0,0925038 0,585825 0,953375 
31,25,Ruda-Hex 6 0,625733 0,0925038 0,441958 0,809509 
31,25,Tabaco-Hex 6 0,704133 0,0925038 0,520358 0,887909 
62,5,Crys-Hex 6 0,453833 0,0925038 0,270058 0,637609 
62,5,Ruda-Hex 6 0,712417 0,0925038 0,528641 0,896192 
62,5,Tabaco-Hex 6 0,55525 0,0925038 0,371475 0,739025 
125,Crys-Hex 6 0,477133 0,0925038 0,293358 0,660909 
125,Ruda-Hex 6 0,567117 0,0925038 0,383341 0,750892 
125,Tabaco-Hex 6 0,656717 0,0925038 0,472941 0,840492 
250,Crys-Hex 6 0,559233 0,0925038 0,375458 0,743009 
250,Ruda-Hex 6 0,0552 0,0925038 -0,128575 0,238975 
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250,Tabaco-Hex 6 0,5281 0,0925038 0,344325 0,711875 
 
Esta tabla muestra la media de Absorbancia para cada uno de los niveles de los 
factores.  También muestra los errores estándar de cada media, los cuales son 
una medida de la variabilidad en su muestreo.  Las dos columnas de la extrema 
derecha muestran intervalos de confianza del 95,0% para cada una de las 
medias.  Pueden desplegarse estas medias e intervalos seleccionado Gráfico de 
Medias de la lista de Opciones Gráficas. 
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 
Extractos Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 
Ruda-Hex 36 0,568994 0,0377645 X 
Crys-Hex 36 0,646842 0,0377645 X 
Tabaco-Hex 36 0,671683 0,0377645 X 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Crys-Hex - Ruda-Hex  0,0778472 0,127278 
Crys-Hex - Tabaco-Hex  -0,0248417 0,127278 
Ruda-Hex - Tabaco-Hex  -0,102689 0,127278 
* indica una diferencia significativa. 
